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RESUMO

Introducio: recentemente surgiram as resinas compostas Bulk fill, que foram
desenvolvidas para facilitar e agilizar o procedimento restaurador, pois permitem sua
insercdo em camadas de 4-6 mm. Entretanto, dados cientificos quanto a sua
biocompatibilidade ainda sdo limitados.

Objetivos: avaliar a genotoxicidade dos extratos de trés diferentes resinas Bulk fill: Filtek
One Bulk fill, Coltene Fill-Up! e Tetric EvoCeram Bulk fill.

Materiais e Métodos: a genotoxicidade foi avaliada realizando o Ensaio dos
Microntcleos com Bloqueio da Citocinese (CBMN). Utilizamos uma linha celular bem
caracterizada e muito usada para este ensaio: células 3T3 de fibroblastos embrionarios de
ratinho. Os extratos foram obtidos por incubagdo dos cilindros de resina (confecionados
conforme o fabricante) em meio de cultura durante 24h a 37°C em atmosfera himida e
5% de COa. Para a realizagdo do teste de CBMN, as cé¢lulas foram expostas a diferentes
concentragdes dos extratos das trés resinas. A presenga de microntcleos foi determinada
por visualiza¢dao ao microscopio 6tico.

Resultados: A Filtek One Bulk fill demonstrou indices de genotoxicidade 2 a 5 vezes
superiores ao controlo negativo e durante a fotopolimerizagao apresentou polimerizagao
completa e consisténcia firme, sugerindo alto grau de conversdo (DC). As resinas Tetric
EvoCeram Bulk fill e Coltene Fill-Up!, apresentaram indices de genotoxicidade 3 a 8
vezes superiores € 4 a 15 vezes superiores ao controlo negativo, respetivamente. Durante
a fotopolimerizacdo foi observada consisténcia média e pastosa nas resinas Tetric
EvoCeram Bulk fill e Coltene Fill-Up!, respetivamente; sugerindo uma polimerizagao
incompleta em ambas as resinas.

Conclusdes: a resina que induziu mais efeitos genotoxicos foi a Coltene Fill-Up! seguida
pela Tetric EvoCeram Bulk fill. A Filtek One Bulk fill foi a que apresentou menor
genotoxicidade nas concentragcdes dos extratos testados, demonstrando ser mais segura
para usos clinicos prolongados.

Palavras-Chave: biocompatibilidade, resinas Bulk fill, Ensaio dos Microntcleos com
bloqueio da citocinese, genotoxicidade.






ABSTRACT

Introduction: Bulk fill composite resins have recently appeared, which were developed
to facilitate and speed up the restorative procedure, as they allow their insertion in layers
of 4-6 mm. However, scientific data regarding its biocompatibility are still limited.

Objectives: to evaluate the genotoxicity of extracts from three different Bulk fill resins:
Filtek One Bulk fill, Coltene Fill-Up! and Tetric EvoCeram Bulk fill.

Materials and Methods: genotoxicity was evaluated by performing the Cytokinesis
Blockade Micronucleus Assay (CBMN). We used a well-characterized and widely used
cell line for this assay: mouse embryonic fibroblast 3T3 cells. The extracts were obtained
by incubating the resin cylinders (made according to the manufacturer) in culture medium
for 24h at 37°C in a humid atmosphere and 5% CO2. To perform the CBMN test, the cells
were exposed to different concentrations of extracts from the three resins. The presence
of micronuclei was determined by visualization under an optical microscope.

Results: Filtek One Bulk fill showed genotoxicity rates 2 to 5 times higher than the
negative control and during light curing it showed complete polymerization and firm
consistency, suggesting a high degree of conversion (DC). Tetric EvoCeram Bulk fill and
Coltene Fill-Up! resins showed genotoxicity rates 3 to 8 times higher and 4 to 15 times
higher than the negative control, respectively. During light curing, medium and pasty
consistency was observed in Tetric EvoCeram Bulk fill and Coltene Fill-Up! resins,
respectively; suggesting incomplete polymerization in both resins.

Conclusions: the resin that induced the most genotoxic effects was Coltene Fill-Up!
followed by Tetric EvoCeram Bulk fill. Filtek One Bulk fill was the one that showed the
lowest genotoxicity in the concentrations of the extracts tested, proving to be safer for
prolonged clinical uses.

Keywords: biocompatibility, Bulk fill resins, Micronucleus Assay with cytokinesis
blockade, genotoxicity.






INDICE GERAL

RESUMO . ... e 1
INDICE GERAL.......ccoiiiiiiiiiiiiiiii e, 5
INDICE DE FIGURAS. ...ttt 7
INDICE DE TABELAS. ......oooiiiiiiiiiiiiiiii it 9
LISTA DE SIGLAS . ... e 11
1-INTRODUGAO. ... 13
1 - ReSINAS COMPOSTAS. ... uutententt et eiteett et et e et et et e et et e te et e eeaaeeneensaaeens 13
1.1 -Resinas Bulk fill....... ..o 14

2 - Biocompatibilidade em Materiais Dentarios..............cocevviiiiiiiiiiiiiineenennn. 15

R 5 11070 ): 4 Tod 1 - Ta < P 17
3.1 -Ensaio do MTT ..o 18

3.2 -Ensaio do Cristal Violeta ............ooiiiiiiiii i 18

4 - GenOtOXICIAAAR. ... et 19
4.1 - Ensaio dos Microntcleos (MIN).......oviiuiiiiiiiiii i, 20
2-0BJIETIVOS. ..o 23
3-MATERIAIS E METODOS .....coooiiiiiiieiinneiseeesseeseesseessesssssesesss e 25
L = IMTAEETIALS +.uveeneteenieeietee ettt ettt ettt et st sb e st e bt et e bt e st e e bt e enreeee 25
1.1 - Resinas Compostas Bulk fill .........cccocooiiininiiniiiiiiiiecccecce 25

1.1.1 - Andlise comparativa das resinas compostas utilizadas................. 27

1.2 - LAnha CelUlar ......cc..ooiiiiiiiii e 27

1.3 = REAZENLES ..eeevvieeiiiieeiiee ettt ettt e e et e e st e e ssseeessaeeeesseeennseeennseean 29

2 = IMIBLOAOS. ..ottt ettt b ettt et 30
2.1 - Preparacdo das Culturas de CElulas ............cooueevirniiinieniieieecee e 30

2.2 - Preparacdo dos Cilindros de Resinas...........cceecueevuiieiienieniiienieeieesie e 32

2.3 - Ensaio dOS MICTONUCIEOS ......eevueieiiiniiiiiieiieeite ettt 34
4—RESULTADOS . ... e 37
1 - Polimerizag@0 das ReSINas............oooiiuiiiiiiii i i 37



2 - GENOLOXICIAAAE. . . ettt e e e 38

2.1 - Ensaio dos Micronucleos com Bloqueio da Citocinese (CBMN)................ 38
2.1.1 - Diferentes Formatos de MN em células Binucleadas.................... 42
2.2 - Célculos de Proliferagao Celular e Frequéncia de Microntcleos............... 43

2.2.1 - Indice de Proliferagdo de células com bloqueio da citocinese

(Cytokinesis-Block Proliferation Index — CBPI) ou indice de No

DivisA0 (NDI) ...ttt 43
2.2.2 - Percentagem de células BiNucleadas (%0BN) .......ccccocoeviiiienninnnen. 44
2.2.3 - MicroNucleos em células BiNucleadas (%MNBN) .........cccccceuenee. 45
S-DISCUSSAOD......cooiiiiiiiiiiiiiie et 47
6 - CONCLUSOES........coiiiiiiiiiiiee e 55
T-BIBLIOGRAFIA. ... e 57



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 - Apresentacdo comercial da resina Filtek One Bulk fill.........................

Figura 2 - Apresentagao comercial da resina Tetric EvoCeram Bulk fill....................

Figura 4 - Células 3T3 Aderentes, microscopio 6tico invertido Axiovert 25

(Zeiss, EUA) (Ampliagao 400x em contraste de fase)...............oeeevenn
Figura 5 - Células 3T3 armazenadas em criotubos a -140°C...............cccoevvvennn.n.

Figura 6 - Camara de Neubauer.............oooiiiiiiiiiii e

Figura 7 - Células 3T3 presentes numa camara de Neubauer, microscopio

otico invertido Axiovert 25 (Zeiss, EUA), (Ampliagdo de 100x)...............

Figura 8 - Confecdo dos cilindros das diferentes resinas compostas..................

Figura 9 - Molde Metélico utilizado na confe¢do dos cilindros das diferentes

TESINAS COMPOSLAS. .. ettt etttet et ettt et e et et e et e e eeneeeeneenen

Figura 10 - Cultura celular 3T3, apds 24hs de incubagdo com diferentes

concentragcdes de ZeNOtOXICOS. .. .uuuututentet et ete et iiie e eeaieaieanaans

Figura 11 - Laminas confecionadas a partir dos diferentes extratos das Resinas

Bulk fill. ..o

Figura 12 - Consisténcia dos cilindros das trés diferentes resinas

Bulk fill apds a polimerizagao............ocvuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee,

Figura 13 - Células 3T3 Mononucleadas com ou sem MN, microscopio 6tico

Optika B-350 (Italia). (Ampliagdo 1000X)........c.oovvvviiiiiiiiiiiiinnnnnn

Figura 14 - Células 3T3 Binucleadas com ou sem MN, microscopio 6tico

Optika B-350 (Italia). (Ampliacdo 1000X).......c.evvviiininininninnenn..

Figura 15 - Células 3T3 Trinucleadas com ou sem MN, microscopio 6tico

Optika B-350 (Italia). (Ampliagdo 1000X)........ccovviiiiiiiiinnnnnn...

Figura 16 - Células 3T3 Binucleadas com varios MN, microscopio 6tico

Optika B-350 (Italia). (Ampliacdo 1000X).........ccooevvviiiiiininninnnnn..
Figura 17 - Células 3T3 Binucleadas com diferentes formas de MN, microscopio

otico Optika B-350 (Italia). (Ampliacao 1000X)........c.cocevvenrennnnnnn..

Figura 18 - Calculo do Indice de Proliferacdo de células com bloqueio da

citocinese (CBPI).......coooiii
Figura 19 - Célculo da Percentagem de Células Binucleadas (%BN)..................

Figura 20 — Calculo dos Micronucleos em células binucleadas (MNBN%)...........

7






INDICE DE TABELAS

Tabela 1 - Caracteristicas das Resinas compostas Bulk fill testadas......................

Tabela 2 - Lista de Reagentes............ooiiiiiiiiiii e

Tabela 3 - Preparacao das diferentes concentragdes dos extratos das trés

Resinas Bulk flll. . ... v e e e e

Tabela 4 - Resultado da polimerizacdo das diferentes resinas Bulk fill...............

Tabela 5 - Contagem celular dos controlos negativos e controlos positivos

dos trés Ensaios realizados em simultaneo com células expostas

a diferentes concentragdes das trés Resinas Bulk fill.......................

Tabela 6 - Contagem celular do Ensaio dos CBMN, realizado com a Resina

Filtek One Bulk fill. ...ooooiiii

Tabela 7 - Contagem celular do Ensaio dos CBMN, realizado com a Resina

Tetric EvoCeram Bulk fill......coovuuni e

Tabela 8 - Contagem celular do Ensaio dos CBMN, realizado com a Resina

........ 27

Coltene Fill-Up! ... 41



10



AFM

AUDMA

BisGMA

BMN

C+
CBMN

CBPI

Cv

DC
DDDMA
DLso
DMEM

DMSO
DNA
EMN
HEMA
hs
HUMN
ISO

LED
mg/ml

min

LISTA DE SIGLAS

Mondmeros de fragmentagdo adicional, do inglés — Additional
fragmentation monomer

Uretano dimetacrilato aromatico, do inglés - Aromatic dimethacrylate
Urethane

Bisfenol Metacrilato de Glicidila, do inglés - Bisphenol A-diglycidy!
Dimethacrylate

Microntcleos em Células Bucais, do inglés - Buccal Micronucleus
Controle negativo

Controle positivo

Micronucleos por Bloqueio da Citocinese, do inglés - Cytokinesis-block
Micronucleus

indice de Proliferagdo de células com bloqueio da citocinese, do
inglés - Cytokinesis-Block Proliferation Index

Cristal Violeta

Grau de conversao, do inglés - Degree of conversion

Dodecano dimetacrilato, do inglés — Dodecane dimethacrylate

Dose letal para 50% da populagao testada

Meio de Eagle Modificado de Dulbecco, do inglés - Dulbecco's
Modified Eagle Medium

Dimetilsulfoxido, do inglés - Dimethyl sulfoxide

Acido desoxirribonucleico, do inglés - Deoxyribonucleic acid
Micronucleos em Eritrocitos, do inglés - Erythrocyte Micronucleus
Hidroxietil Metacrilato, do inglés - 2-hydroxyethyl methacrylate
Horas

Micronticleos Humanos (HUMN), do inglés - Human Micronucleus
Organizacao Internacional para Padronizagdo, do inglés - Internacional
Organization for Standardization

Diodo Emissor de Luz, do inglés - Light Emitting Diode

Miligramas por mililitro

Minutos

Milimetro

11



mM

MO
MTT

mW/cm2
NDI

nm

OD

PBS

PNA

rpm
TEGDMA

T25
UDMA
uv
U/ml
pg/ml
ul

pum
3T3

°C
%BN
%MNBN

Milimolares

Micronucleos

Microscopio Optico Invertido Axiovert 25 (Zeiss, EUA)
Brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio, do inglés - 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
Miliwatts por centimetro quadrado

Indice de Nao Divisio

Nanometros

Densidade o6tica

Tampao fosfato, do inglés - Phosphate-buffered saline
Solugao de Piruvato de Sodio, do inglés - Sodium pyruvate solution
Rotagdes por minuto

Trietilenoglicol Dimetacrilato, do inglés — Triethylene glycol
Dimethacrylate

Frasco de cultura celular de 25 cm?

Uretano Dimetacrilato, do inglés - Urethane dimethacrylate
Luz ultravioleta

Unidades por mililitro

Microgramas por militro

Microlitros

Micrometros

Células NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™)

Graus centigrados

Percentagem de células BiNucleadas

Incidéncia de Microntcleos em mil células BiNucleadas

12



Introducdo

1-INTRODUCAO

1 - Resinas Compostas

As resinas compostas convencionais foram introduzidas como materiais
restauradores dentarios estéticos em meados da década de 1960. E, atualmente, sdo os
materiais restauradores mais usados em dentisteria, devido a seguirem os principios da
medicina dentdria minimamente invasiva e oferecerem uma aparéncia esteticamente
agradavel (Dionysopoulos & Gerasimidou, 2021).

A tecnologia destes compositos avancou significativamente nos tltimos anos,
principalmente devido ao aumento das demandas estéticas dos pacientes. Além disso, as
melhorias nas propriedades fisicas e mecanicas destes materiais (Preusse et al., 2021) e
as preocupagdes com o uso da amalgama, tornaram as resinas compostas mais populares
na pratica da medicina dentaria moderna (Dionysopoulos & Gerasimidou, 2021).

As resinas compostas sdo constituidas por particulas de carga inorgénica (vidro,
silica e quartzo), matriz organica e agentes de unido/silano. Adicionalmente, contém
também os fotoiniciadores de polimeriza¢do, pigmentos e compostos opacos (Giard,
2020). A matriz orgénica ¢ feita a base de polimeros, que consistem em mondmero base,
como: o Bis-GMA (Bisfenol Metacrilato de Glicidila) e o UDMA (Uretano
Dimetacrilato) e monomeros diluentes, como o TEDGMA (trietilenoglicol dimetacrilato)
e o HEMA (hidroxietil metacrilato) (Demirel et al., 2020).

A polimerizacdo das resinas compostas fotopolimerizaveis € iniciada por luz
visivel, com comprimento de onda entre 400 e 500 nm, emitida por ldmpadas (Giard,
2020). Durante a polimerizagao, as moléculas de mondémeros ligam-se, formando uma rede
espacial conectada as particulas de carga inorganica, para formar uma cadeia de polimeros
(Matkiewicz et al., 2017). Isto ocorre através da conversdo das ligacdes de carbono duplas
(C=C) presentes nas moléculas de monomeros, em ligagdes de carbono simples (C-C),
presentes na cadeia de polimeros. Sendo esta taxa denominada como grau de conversao (DC)
de uma resina (Cender, Guler, Odabasi, 2021).

Dados na literatura correlacionam a diminuicdo do DC, numa diminui¢cdo nas
propriedades fisico-mecanicas e num aumento na libertagdo de monodmeros residuais destes

materiais (Kincses et al., 2021). Entretanto, existem varios fatores internos nas resinas que
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afetam o grau de conversdo do mondémero, como a estrutura quimica e tamanho dos
monoémeros dentro do composto, propor¢do e tamanho das particulas de carga e a
concentracdo dos fotoiniciadores e, fatores externos, tais como, modo de polimerizagdo e
espessura da camada do material aplicado (Cender, Guler, Odabasi, 2021).

Apesar dos avancos na dentisteria adesiva, as resinas compostas ainda tendem a
falhar em restauracdes posteriores extensas, principalmente devido a deterioracdo da
interface adesiva, pela ocorréncia da contracdo de polimerizagdo e/ou polimerizagio
incompleta, particularmente em restauragdes classe Il com margens cervicais situadas em
cemento ou dentina (Kruly ez al., 2018). Os defeitos na interface adesiva podem surgir
durante o processo de polimerizagao, ja que os compdsitos resinosos sofrem contragdo de
polimerizacdo que gera encolhimento volumétrico do material, ocasionando tensdes que
podem levar a formagao de micro lacunas na interface entre o dente e a restauragdo e,
assim, pode resultar em microinfiltragdo de saliva e bactérias, degradagdo da interface
adesiva, carie secundaria, alteracdes pulpares e, consequentemente, falha clinica da
restauragdo dentaria (Veloso et al., 2019; Moura et al., 2021).

A técnica de insercdo incremental da resina composta ¢ recomendada para
garantir uma melhor integridade marginal, porque reduz o estresse de contragdo da
polimerizacao (Rizzante et al., 2019; Moura et al., 2021). Esta técnica consiste na aplicagdo
de incrementos de resina com espessura maxima de 2mm, proporcionando um alto grau de
conversao de mondmeros em polimeros, devido a fotopolimerizagao em profundidade do
incremento de composito (Taubdck, Jager, Attin, 2018). No entanto, apesar das vantagens
da técnica incremental que garante uma melhor polimerizacdo e distribui¢do de tensoes,

esta técnica ¢ trabalhosa, sensivel e demorada (Gongalves et al., 2018).

1.1 - Resinas Bulk fill

Neste contexto, nos ultimos anos surgiram uma nova classe de resinas
compostas, denominadas Bulk fill e, que foram desenvolvidas para facilitar e agilizar o
procedimento restaurador, uma vez que permitem a sua inser¢do em camada Unica, ndo
necessitando da realizacdo da técnica de inser¢@o incremental (Haugen et al., 2020).

As resinas Bulk fill possuem modificacdes nas suas formulagdes quimicas e

propriedades de polimerizagdo e, foram desenvolvidas para minimizar ou eliminar a
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contragdo de polimerizacdo, aumentando sua profundidade de polimerizacao. Estes
compositos sdo inseridos na cavidade dentaria em incremento Unico de 4 a 6 mm e,
apresentam baixa tensdo de contracdo e alto grau de polimeriza¢do nesta profundidade,
devido principalmente ao aumento da translucidez e a presenga de moduladores de
polimerizacao (Tardem et al., 2019).

Embora varios materiais com diferentes viscosidades e caracteristicas de
manuseio sejam comummente classificados como resinas compostas Bulk fill, suas
propriedades podem mudar consideravelmente, especialmente devido as modificagdes
presentes na sua matriz organica, como a incorpora¢do de mondémeros com maior peso
molecular, bem como alteragdes nas particulas de carga inorganica (Meereis, Miinchow,
Oliveira, Silva, Piva., 2018).

Estes compositos podem ser subdivididos de acordo com sua consisténcia em
materiais com alta viscosidade (pastosas) ou com baixa viscosidade, também
denominados fluidos (Benedetto, 2020). As resinas Bulk fill fluidas geralmente
apresentam baixa resisténcia ao desgaste, necessitando ser recobertas por uma camada de
resina convencional, o que promove um aumento no tempo de confe¢cdo da restauragao
em comparacao com as resinas Bulk fill de alta viscosidade e mesmo em relagao as resinas
convencionais (Bellinaso, Soares, Rocha, 2019).

Apesar das propriedades fisico-mecanicas das resinas Bulk fill terem sido
extensivamente investigadas, dados cientificos quanto a sua biocompatibilidade ainda sao
limitados (Demirel ef al., 2020). Desta forma, ainda ndo ¢ claro se o grau de conversao
da resina na profundidade de 4-6mm esta ou ndo comprometido, o que aumentaria seu
potencial efeito citotdxico, principalmente nas resinas Bulk fill fluidas, que tém um maior

teor de matéria organica na sua composi¢cdo (Nascimento ef al., 2018).

2 - Biocompatibilidade em Materiais Dentarios

Os biomateriais dentarios idealmente devem ser atoxicos para todos os tecidos
orais, sejam tecidos duros ou tecidos moles. Assim, uma das principais caracteristicas dos
materiais ¢ a biocompatibilidade. J& que, independentemente das excelentes propriedades
fisico-mecanicas que um material possa apresentar, se ele prejudicar um doente ou um

profissional, ele ¢ inadequado para uso (Haugen et al., 2020). Apesar do interesse geral e
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do uso crescente de resinas compostas, ainda existem preocupacgdes sobre sua estabilidade
bioquimica e biocompatibilidade. Inicialmente, as pesquisas sobre esses compositos
concentraram-se em melhorar suas propriedades fisico mecanicas. Entretanto, nos
ultimos anos, varios estudos foram realizados no sentido de investigar a
biocompatibilidade e toxicidade deste material (Demirel et al., 2020).

Os efeitos das forcas mastigatorias e da degradagdo quimica de restauragdes
dentarias podem causar a libertagao de substancias nocivas na polpa ou na saliva, podendo
assim, atingir a corrente sanguinea (Taubdck ef al., 2017). Desta maneira, monomeros
residuais nao polimerizados, presente nas restauragdes dentarias de resina composta, que
permanecem fisicamente contidos, mas ndo quimicamente ligados aos polimeros, podem
ser mobilizados pelos efeitos sinérgicos da adsor¢do de agua, degradagdo bacteriana e
enzimadtica, carga oclusal e mudancas de temperatura na cavidade oral (Haugen et al.,
2020). Um exemplo ¢ o bisfenol metacrilato de glicidila (Bis-GMA), um mondmero
comumente usado, mas que ¢ suscetivel a degradacdo bacteriana por Streptococcus
mutans (Huang et al., 2018).

Quase todos os componentes das resinas compostas podem ser eluidos para a
cavidade oral, como as particulas de carga, silano, fotoiniciadores e, provavelmente,
muitas outras substancias ndo identificadas e produtos de degradacdo (Haugen et al.,
2020). Entretanto, a eluicdo de monomeros de resina € de particular interesse devido os
seus potenciais efeitos citotoxicos, genotoxicos e estrogénicos, que podem ocasionar
processos inflamatorios nos tecidos da mucosa oral, gengival e pulpar (Girdo et al., 2020).
Estdo descritas reagdes alérgicas, como asma, inflamag¢do nos olhos e nariz e, dermatite
de contacto (Maalekipour, Safari, Barekatain, Fathi, 2021).

A biocompatibilidade da resina composta ¢ determinada principalmente por seu
grau de conversdo (DC), pois este fator pode indicar a maior ou menor libertacdo de
mondmeros nao polimerizados durante seu processo de fotopolimerizacao, na cavidade
oral (Girdo et al., 2020). Na literatura, a taxa de conversao de mondémeros ¢ de 42% para
TEGDMA, 54-85% para Bis-GMA e 76-87% para UDMA (Cender, Guler, Odabasi,
2021).

A fim de aumentar o grau de conversdo de materiais compositos a base de resina,
mondémeros de baixo peso molecular, como o hidroxietil metacrilato (HEMA) e o
trietilenoglicol dimetacrilato (TEGDMA), sdo normalmente utilizados como monémeros
diluentes. No entanto, esses mondmeros também reduzem os niveis de glutationa celular

(antioxidante natural), o que pode causar estresse oxidativo e quebra da molécula de
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DNA. Além do HEMA e TEGDMA, o bisfenol metacrilato de glicidila (Bis-GMA), que
¢ um mondmero base frequentemente usado em compdsitos de resina, também
demonstrou genotoxicidade dependente da dose, podendo aumentar o numero de
micronucleos e quebra da molécula de DNA (Taubdck et al., 2017).

Estudos recentes, mostraram que o monomero Bis-GMA ¢ o mais toxico,
seguido pelo UDMA, TEGDMA ¢ HEMA. Embora os mecanismos da citotoxicidade
induzida por esses mondmeros, ndo tenham sido completamente explicados, os efeitos
citotoxicos observados em diferentes niveis, podem estar relacionados com seus
diferentes pesos moleculares. Entre estes monomeros, o Bis-GMA apresenta o maior peso
molecular, enquanto o HEMA tem o menor. Outro mecanismo de citotoxicidade sugerido,
¢ a alteragdo das camadas lipidicas das membranas celulares causadas por esses
monodmeros, que podem influenciar a permeabilidade da membrana. Com base nessa
teoria, foi atribuido maior toxicidade ao Bis-GMA, pela sua lipossolubilidade na

membrana celular (Demirel ef al., 2020).

3 — Citotoxicidade

A citotoxicidade refere-se ao potencial toxico de uma determinada substancia no
ambito celular, podendo até induzir a morte celular por varios mecanismos. Atualmente,
diversos tipos de testes in vitro foram recomendados pela Organizagao Internacional para
Padronizagdo (ISO) 10993 para medir a citotoxicidade de materiais dentarios (ISO, 2009;
ISO, 2012). Estes incluem os testes de contacto direto, onde o material dentario e as
células sdo colocadas em contacto direto; o teste de contacto indireto, no qual uma
barreira € posta entre as células e o material dentario; e o teste de extratos, no qual as
linhagens celulares sdo expostas ao eluato/extrato do material dentario (Demirel ef al.,
2020). E, conforme a norma ISO 10993-5:2009 para testes de citotoxicidade in vitro, as
amostras podem ser divididas em diferentes categorias de citotoxicidade: ndo citotoxica
ou citotdxica leve, moderada ou grave (ISO, 2009; Haugen ef al., 2020).

A citotoxicidade das resinas Bulk fill analisadas neste trabalho foi determinada

anteriormente pelos ensaios de MTT e Cristal violeta (Avelar, 2017; Neves, 2017).
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3.1 — Ensaio MTT

O ensaio MTT ¢ um dos testes mais usados em estudos de citotoxicidade. Em
1983, ele foi desenvolvido por Mosmann et al e consiste num ensaio colorimétrico que ¢
capaz de determinar a viabilidade celular, estimando a citotoxicidade de um material. O
reagente MTT, brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazdlio, ¢ um sal mono-
tetrazolio, hidrossoliivel e de cor amarela, que através da acdo das desidrogenases
mitocondriais sofre reducdo numa molécula insolivel em agua, de cor azul-violeta,
chamada formazan. O MTT pode passar através da membrana interna mitocondrial de
células viaveis e ¢ reduzido a formazan pelas células metabolicamente ativas. (Stockert,
Horobin, Colombo, Blazquez-Castro, 2018). Desta forma, este ensaio deteta apenas as
células vivas, sendo que a quantidade de formazan produzido ¢ diretamente proporcional
a atividade mitocondrial e consequentemente a viabilidade celular. As principais
vantagens deste teste sdo sua precisdo e rapidez, além da auséncia de qualquer

radioisotopo (Ghasemi, Turnbull, Sebastian, Kempson, 2021).

3.2 — Ensaio do Cristal Violeta

O ensaio do Cristal Violeta (CV), também € um teste colorimétrico simples e
capaz de reproduzir a citoxicidade, de maneira semelhante ao ensaio MTT. O corante
cloreto de hexametilpararosanilina, comumente conhecido como Cristal Violeta (CV) ou
Violeta Genciana, ¢ um corante capaz de atravessar a membrana plasmatica das células
eucariotas € acumular-se no nucleo das células, corando o DNA das células viaveis. O
cristal de violeta acumulado € solubilizado e medido fotometricamente. Desta forma, o
numero de células viaveis esta correlacionado com a quantidade de DNA corado e, quanto
maior o valor da densidade 6tica maior sera a quantidade de células viaveis (Neves, 2017).

Os estudos de citotoxicidade referidos anteriormente, utilizando as resinas Bulk
fill mostraram que todas elas induzem a morte celular dependendo da concentracio
utilizada (Avelar, 2017; Neves, 2017) e por isso neste trabalho fomos determinar se estas

mesmas resinas Bulk fill induzem alteragdes a nivel do DNA, ou seja, se sdo genotoxicas.
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4 - Genotoxicidade

A genotoxicidade refere-se a capacidade de qualquer fator bioldgico, fisico ou
quimico causar danos a informagao genética de uma célula, seja promovendo mutagdes
(alteragdes na sequéncia das bases do DNA) ou induzindo modificagdes estruturais na
dupla cadeia de nucle6tidos do DNA. A mutagenicidade refere-se apenas a alteragdes na
sequéncia de nucleotideos do DNA. Desta maneira, todos os fatores mutagénicos sao
genotoxicos, mas nem todas as genotoxinas sao mutagénicas. Embora as células possuam
muitos mecanismos de reparacdo do DNA, as vezes eles falham, o que pode levar a
fixagdo do dano, se a célula danificada sobreviver e se dividir, transmitindo a alteragdo
do DNA as proximas geracoes. (Sommer, Buraczewska, Kruszewski, 2020).

No mundo moderno, os seres humanos estdo expostos a diferentes agentes
genotoxicos presentes no meio ambiente poluido. Portanto, sdo necessarios testes para
determinar o nivel de exposi¢ao e risco para a saude. Apesar de muitos testes classificados
como “biomonitoramento in vivo” estarem disponiveis, o ensaio dos micronicleos (MN)
¢ um dos melhores e mais popular. Este ensaio ¢ amplamente utilizado para testar a
genotoxicidade in vitro, sendo considerado um biomarcador preditivo na avaliacdo da
genotoxicidade (Kirsch-Volders, Fenech, Bolognesi, 2018).

Atualmente, os testes de genotoxicidade in vitro mais utilizados incluem: a) teste
de inducdo de mutacdo de nucleotideo, como por exemplo, teste de mutacdo reversa
bacteriana (teste de Ames), teste de mutagdo genética de c€lulas de mamiferos ou ensaio
de linfoma de ratinhos e, b) teste de alteragdo do genoma mais complexos, através dos
métodos citogenéticos, como o ensaio de trocas das cromatides-irmas, analise de
frequéncia de aberragdo, ensaio dos microntcleos por bloqueio da citocinese (CBMN) e
ensaio cometa (eletroforese em gel de c€lula tnica). E os testes in vivo mais importantes
incluem trés métodos citogenéticos, nomeadamente ensaio cometa, ensaio de aberragao
cromossomica e diferentes tipos de ensaio do MN, incluindo CBMN, MN em eritrocitos

(EMN) ou MN em células bucais (BMN) (Mohamed, Sabita, Rajendra, Raman, 2017).

19



Biocompatibilidade de Resinas Bulk fill

4.1 - Ensaio dos Micronucleos (MN)

O ensaio dos micronucleos foi introduzido no final do século XIX, por Howell
e Jolly e, atualmente ¢ um teste amplamente utilizado e fidvel para avaliar danos
citogenéticos. Este ensaio ¢ baseado na frequéncia encontrada de microntcleos no
citoplasma celular. Os micronucleos sdo fragmentos ou cromossomas inteiros que nao
atingem os polos do fuso durante a mitose e, podem ser visualizados microscopicamente
como uma massa de cromatina citoplasmatica proxima ao nucleo. (Gavi¢ et al., 2019). O
uso do ensaio MN para estudar micronicleos como marcador preditivo, ou para fins de
biomonitorizag¢do, oferece alta sensibilidade e especificidade no diagnostico de danos
genotodxicos causados por diversos fatores quimicos e fisicos, incluindo a exposi¢cdo a
radiagdo ionizante, que frequentemente induz danos ao DNA (Rincon & Sanchez, 2021).

A versao mais popular do ensaio dos MN ¢ o teste do micronucleo por bloqueio
da citocinese (CBMN). Como o MN ¢ visivel apenas apds a divisdo celular, usa-se a
citocalasina B que inibe a polimerizagdo dos filamentos de actina e a formagao de
microfilamentos do anel contratil, inibindo a citocinese (divisdo do citoplasma). No
entanto, a citocalasina B ndo interrompe a cariocinese (divisao do nucleo celular apds a
duplicagdo do DNA), assim, as células binucleadas sdo formadas com os eventuais
microndcleos (MN) presentes no citoplasma (Carvalho, 2019).

A influéncia da citocalasina B na proliferagdo celular e na indugdo de MN foi
amplamente discutida no passado e, concluiu-se que na maioria dos casos, o uso da
citocalasina B nao induz MN adicionais, portanto, seu uso ¢ seguramente recomendado.
O CBMN ¢ muito utilizado, em linfécitos e linhagens celulares diversas, de humanos,
ratinhos, coelhos, entre outros, com o objetivo de realizar biomonitoriza¢ao, dosimetria
biologica, avaliacdao da genotoxicidade in vivo ou in vitro e/ou em experiéncias bioldgicas
para avaliagao do dano citogenético, associado a presenca de MN nas células binucleadas,
onde a citocinese foi interrompida pela adi¢ao da citocalasina B (Sommer, Buraczewska,
Kruszewski, 2020).

O teste do MN fornece uma base abrangente para a investigacdo in vitro de
potenciais danos aneugénicos (alteracdes no nimero de cromossomas celulares), devido
a produtos quimicos, como por exemplo pelo tabagismo e pesticidas, ou clastogénicos
(aberragdes estruturais nos cromossomas) causadas por exemplo, pela radiagao ionizante,

amarelo de acridina, benzeno, 6xido de etileno, arsénio, fosfina, entre outros. As
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informacdes sobre os testes de genotoxicidade in vitro por micronucleos foram reunidas,
revistas e sistematizadas na 487* Diretriz da Organizacdo para Cooperagdo e
Desenvolvimento Economico (OECD, 2016). Além disso, foi estabelecido um Projeto
Internacional de Micronticleo Humano (HUMN), que tem o maior banco de dados de

micronucleos em células bucais e linfocitos humanos (Anjo, 2021).
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2 - OBJETIVOS

Este estudo in vitro teve como principal objetivo avaliar e comparar a
genotoxicidade dos extratos de trés diferentes resinas Bulk fill: Filtek One Bulk fill,
Coltene Fill-Up! e Tetric EvoCeram Bulk fill.

Para tal, a genotoxicidade foi determinada pela realizagdo do ensaio dos
micronucleos com bloqueio da citocinese (CBMN), através da exposicao das células de
fibroblastos de ratinho da linhagem celular 3T3 a diferentes concentragdes dos extratos

das resinas Bulk fill analisadas.
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3 - MATERIAIS E METODOS

1. Materiais

1.1. Resinas Compostas Bulk fill

Neste estudo in vitro, foram avaliadas trés resinas compostas do tipo Bulk fill de
marcas distintas (Figuras de 1 a 3), que sd3o comummente usadas em medicina dentéria

na realizacdo de tratamentos restauradores de dentisteria.

1 - Filtek One Bulk fill

A resina composta Filtek One Bulk fill, representada na figura 1, ¢ indicada para
realizagdo de restauracOes anteriores e posteriores diretas (incluindo as superficies
oclusais); base/revestimento sob restauragdes diretas; reconstrugdes de cotos;
talas/splinting; restauragdes indiretas incluindo facetas, onlays e inlays; reparagdo de
defeitos em restauragdes de porcelana, esmalte e temporarias; selamento de fissuras em

pré-molares e molares e restauracdo em dentes deciduos.

Figura 1 - Apresentacdo comercial da resina Filtek One Bulk fill.
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2 - Tetric EvoCeram Bulk fill

A resina composta Tetric EvoCeram Bulk fill, representada na figura 2, ¢
indicada para realizacdo de restauracao de dentes posteriores (classes II e I, incluindo a
substitui¢do de cuspides); restauragdes de classes V (defeitos cuneiformes, erosdes
radiculares e cdries cervicais); preenchimentos reconstrutivos; selamento de fissuras em

pré-molares e molares e restauragao em dentes deciduos.

e -

Figura 2 - Apresentacdo comercial da resina Tetric EvoCeram Bulk fill.

3 - Coltene Fill-Up!

A resina Coltene Fill-Up!, representada na figura 3, ¢ um compdsito radiopaco
e fluido com 6xido de zinco antibacteriano numa seringa de automistura, utilizado para a
terapéutica de obturagdo na regido dentaria posterior. E indicado para realizagio de
restauragdo direta de cavidades de classe II e I; revestimento de cavidades - primeira

camada para cavidades de classe I e II e, reconstru¢do de nucleos.

K & 1.5 i
g i il

Figura 3 - Apresentacdo comercial da resina Coltene Fill-Up!.

26



Materiais e Métodos

1.1.1. Analise comparativa das resinas compostas utilizadas

A tabela 1 permite comparar as trés resinas compostas do tipo Bulk fill
analisadas neste estudo experimental, Filtek One Bulk fill, Coltene Fill-Up! e Tetric

EvoCeram Bulk fill.

Tabela 1: Caracteristicas das Resinas compostas Bulk fill testadas

Tamanho das particulas

inorginica

Vol% da por¢io inorgianica

Incrementos (mm)

Tempo de polimerizacio (seg)

Fabricante

Lote, Validade

individualizados e
agregados,
trifluoreto de itérbio

4nm-100nm

58,5
5
20 (1000-2000 mW/
cm?)
3M ESPE
NC89361, 2024-01

trifluoreto de itérbio,
copolimeros e 6xidos
mistos

40nm-3pm

53-54
4
10 (>1000mW/cm?)

Ivoclar Vivadent

Y44990, 2023-10

CARACTERISTICAS FILTEK ONE TETRIC COLTENE
BULK FILL EVOCERAM FILL-UP!
BULK FILL
Matriz orginica AUDMA, AFM, Dimetacrilatos Metacrilatos
UDMA, DDDMA
Particulas inorginica Silica e zirconia Vidro de bério, Vidro dentario,

silica amorfa e

oxido de zinco

2um

49
5
7 (1200-1600mW
/cm?)
Coltene

L64399, 2024-04

Fonte: informagdes apresentadas na bula dos materiais, fornecidas pelos fabricantes.

1.2. Linha Celular

No presente estudo, foram usadas as células NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™),
atualmente NIH 3T3 fibroblast cells (93061524), adquiridas da “Health Protection
Agency Culture Collections” produzidas pela Sigma e, que equivalem a uma linhagem

celular obtida a partir de fibroblastos embrionarios de ratinho (3T3).
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Em cultura celular, as 3T3 reproduzem-se indefinidamente e por isso sao
denominadas de linha celular continua, sendo as respostas citotoxica e genotdxica
comparaveis as linhas celulares primarias de humanos. Apresentam formato fusiforme,
com prolongamentos citoplasmaticos tipicos (estrelados) e nucleo central, crescem de
maneira aderente e formam uma monocamada de cé¢lulas (ver Figura 4).

As células 3T3 sdo considerados fibroblastos de referéncia nos estudos in vitro
de citotoxicidade e genotoxicidade de materiais dentarios, devido a apresentarem inibi¢ao
de contacto e ndo serem tumorigénicas, bem como possuirem boa reprodutibilidade e alta
taxa de crescimento celular (ISO, 2018). Entretanto, apesar das células 3T3 mimetizarem
os fibroblastos humanos presentes nos tecidos gengivais e na polpa dentaria, ¢ sabido que
os resultados obtidos com estas células ndo podem ser diretamente transpostos, ja que a
mucosa oral apresenta maior resisténcia ao contacto com agentes toxicos, devido a

presenca de queratina e mucina.

Figura 4 - Células 3T3 Aderentes, microscopio 6Otico invertido Axiovert 25 (Zeiss, EUA) (Ampliagao 400x

em contraste de fase).
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Materiais e Métodos

Os reagentes usados no presente trabalho estao listados na Tabela 1.

Tabela 2: Lista de Reagentes

Reagente Fonte Referéncia
Mitomycin C from Streptomyces caespitosus Sigma, Aldrich M5353
ready made solution

Cytochalasin B from Drechslera dematioidea Sigma, Aldrich C6762

Giemsa, azul-eosina-methylene blue solution for Merck, EUA 1.09204.2500
microscopy

Solugdo de Tripan Blue (0,4%); filtrado- Sigma, Aldrich T8154
esterilizado

DMSO, Dimetilsulfoxido, filtrado-esterilizado Sigma, Aldrich D2650
DMEM, Dulbecco's Modified Eagle’s Medium, Sigma, Aldrich D5796
filtrado-esterilizado; testado para endotoxinas

PBS, Phosphate-Buffered Saline, Tampao Sigma Aldrich D1408
fosfato 10x; pH 6,0-7,0

Gentamicina 50mg/ml Sigma, Aldrich G1397
PNA 100xc, Piruvato de Sodio 100mM Sigma, Aldrich S8636
Bovine Calf Serum (CBS) Sigma, Aldrich 12133C
Trypsin-EDTA  solution  10xc;  filtrado- Sigma, Aldrich T4174
esterilizado; pH 6,4-7,0

Pen10000U/ml/Streptomicina 10 mg/ml Sigma, Aldrich P4333
Fungizona, Anfoterizina B, filtrado-esterilizado Sigma, Aldrich A2942
250 pg/ml

Metanol Sigma, Aldrich 322415
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2 - Métodos

Os procedimentos laboratoriais de cultura celular e de preparagcdo das resinas
compostas, foram realizados numa camara de fluxo laminar Scanlaff, Mars Safety Class
2 (LaboGene, Dinamarca), previamente desinfetada com alcool a 70% e ap6s uso de luz
ultravioleta (UV). Todo o material utilizado foi esterilizado em autoclave ou adquirido
comercialmente estéril. Desta forma, as condi¢cdes de assepsia exigidas foram

devidamente asseguradas durante o protocolo experimental.

2.1. Preparacio das Culturas de Células

Inicialmente, as células 3T3 que estavam armazenadas em criotubos ¢ mantidas
congeladas em nitrogénio liquido a -140°C (Figura 5), foram descongeladas e
posteriormente transferidas para um tubo Falcon contendo 5ml de meio de cultura
(DMEM) simples. Em seguida, a suspensdo foi centrifugada a 1000 rpm durante 3
minutos, com o intuito de remover o DMSO (substancia utilizada para manter a
integridade celular durante o processo de congelamento). Posteriormente, o sobrenadante
foi deitado fora e o pellet de células foi posto num frasco de cultura de 25cm? (T25) com

6ml de DMEM completo.

Figura 5 — Células 3T3 armazenadas em criotubos a -140°C.
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O meio de cultura (DMEM) completo ¢ composto pelo DMEM simples
suplementado em laboratorio com 10% de soro CBS, 0,1% de gentamicina 50mg/ml, 1%
de Fungizona a 250ug/ml, 1% de PNA 100mM, 1% NEM 100x e 1% de solucdo de
pen/strep 10000 U/ml/10mg/ml.

Em seguida, as 3T3 foram incubadas a 37°C em estufa, numa atmosfera himida
com 5% de CO», para que as mesmas tivessem as condi¢des ideais para aderirem a
superficie do frasco T25 e proliferarem até alcancar aproximadamente uma confluéncia
de 80%, ou seja, quando 80% do fundo do T25 estd coberto por células aderentes em
monocamada.

Atingida esta confluéncia sdo feitas as subculturas celulares, com o intuito de
evitar que a concentracdo de células ultrapasse a capacidade do T25, evitando a paragem
do crescimento celular. Desta forma, € realizado uma passagem da cultura de células mae
para outro T25, de maneira a perpetuar a proliferacao de células (subculturas). Para tal,
as células 3T3 aderentes foram lavadas com 5ml de tampao fosfato (PBS) 0,01 M,
posteriormente foi realizada a sua remogao apoés tripsinizagao, através da adi¢ao de 1,5ml
de tripsina 1xc e incubagdo a 37°C, durante 2 minutos em estufa.

A tripsinizacdo promove a hidrélise das proteinas de adesdo das células, a fim
de causar o descolamento das 3T3 aderentes as paredes do frasco T25. Em seguida, as
células foram observadas ao microscopio optico (MO) invertido para constatar se estavam
destacadas e, apos confirmagao, foi adicionado 4,5ml de DMEM completo, para inativar
a tripsina. Posteriormente, esta suspensao foi transportada para um tubo Falcon de 15ml
e foi realizada a centrifugagdao a 1000rpm durante 5 minutos (centrifuga Sigma, modelo
3-16 PK), o sobrenadante foi deitado fora e o pellet de células foi ressuspendido em 1 ml
de DMEM completo.

Posteriormente, foi feita a quantificacdo destas células através da contagem do
numero de células vivas. Para isto, foi utilizado uma mistura contendo 10uL da suspensao
de células 3T3 e 10uL de solucdo de tripan blue 0,5%, que tem a capacidade de penetrar
na membrana das células mortas, mas ndo consegue ultrapassar a membrana das células
vivas, distinguindo as células vivas das células mortas, que ficam com coloragdo azul.
Desta forma, retiram-se 10 pL desta mistura e colocam-se, por capilaridade, numa camara
de Neubauer, modelo 8100104 Hirschmann Neubauer-improved (Hirschmann,
Alemanha) (ver Figura 6). A contagem celular ¢ realizada através da observacdo em MO
invertido (ampliagdo 100x), nos 4 conjuntos de 16 quadrados da cAmara de contagem (ver

Figura 7). Para determinar o nimero de células vivas, utilizou-se a seguinte formula:
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N° células/mL= (média do n° de células por quadrante (4 contagens/4) x fator

diluicdo x 10%).

Figura 6 — Camara de Neubauer

Figura 7 — Células 3T3 presentes numa camara
de Neubauer, microscopio 6tico invertido
Axiovert 25 (Zeiss, EUA),(Ampliagdo de 100x).

Para a realiza¢io das subculturas, utilizaram-se cerca de 2,5 x 10° células para

cada frasco de cultura T25, contendo 6 ml de DMEM completo.

2.2. Preparacao dos Cilindros de Resinas

Os cilindros de resina composta (Figura 8) foram confecionados a partir da
aplicagdo das diferentes resinas num molde metéalico com pogos de 4mm de altura x 4mm
de diametro (ver Figura 9). Em seguida, a resina foi fotopolimerizada através da utilizagao
do fotopolimerizador de alta intensidade LED (COXO) (Intensidade > 1200 mW/cm2;
comprimento de onda: 420-480 nm), durante o tempo estipulado pelos fabricantes: Filtek
Bulk fill - 20 segundos, Tetric EvoCeram Bulk Fill - 10 segundos e Coltene Fill-Up! - 7
segundos.

Para a preparacdo dos extratos eluidos potencialmente genotoxicos, os cilindros
de resina ja& fotopolimerizados foram levados individualmente do molde de metal para o
tubo Falcon, com meio de cultura numa razdo de 8 cilindros para 2 ml de meio, onde
permaneceram a incubar, em estufa a 37°C numa atmosfera himida com 5% de CO»,

durante 24 horas.
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Figura 8 -Confecédo dos cilindros das diferentes resinas compostas.

Figura 9 - Molde Metalico utilizado na confecdo dos cilindros das diferentes resinas compostas.
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2.3. Ensaio dos Micronucleos

Ap6s ter sido identificada a concentragdo da dose letal para 50% das células em
cultura (DLso) para cada uma das resinas analisadas, através da realizagdo prévia de
ensaios MTT, iniciou-se o ensaio dos micronticleos. Para isto, foram colocados 2,5x10°
células 3T3 em 5Sml de meio de cultura (DMEM) completo em frascos T25 e incubadas
durante 24 horas a 37°C, numa atmosfera humidificada com 5% de CO?.

Passadas as 24 horas de proliferacao celular, foi retirado o meio de cultura dos
frascos ¢ as células 3T3 foram incubadas com as diferentes concentragdoes dos extratos
das trés resinas testadas, preparadas conforme a Tabela 2. No controlo negativo foi
adicionado apenas 5ml de meio de cultura completo (ndo foi adicionado nenhum
genotdxico) e no controlo positivo foi adicionado aos Sml de DMEM completo, 12,5ul
de mitomicina (genotoxico) numa concentra¢do final de 0,75um, visando formar

micronucleos nestas células.

Tabela 3: Preparacdo das diferentes concentracdes dos extratos das trés Resinas Bulk fill

Resinas Concentracoes dos Extrato das Resinas DMEM
Bulk fill Extratos (ml) completo (ml)
(%)
C 75 3,75 1,25
T |0 50 2,5 2,5
Bk 20 I 4
L T T
5 0,25 4,75
T R E
E I N 1 0,050 4,95
K |C E 0,5 0,025 4,975

Apo6s as 24 horas de crescimento celular na presenca dos genotoxicos (Figura
10), o meio foi removido dos frascos T25 e as células foram lavadas com 3ml de meio de
cultura (DMEM) completo, posteriormente, adicionou-se Sml de DMEM completo e

150ul de citocalasina B as células, a concentragado final de 6pg/ml por T25. A citocalasina
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B ¢ usada por atuar no bloqueio da citocinese, impedindo a separacao do citoplasma
celular apds a mitose. Desta forma, conduz a formagao de células binucleadas (Drozd,

Bubko, Jaworska, Gruber-Bzura, 2019).

Figura 10 — Cultura celular 3T3, ap6s 24hs de incubago com diferentes concentragdes de genotdxicos.

Passadas 26 horas de incubagdo com citocalasina B, as células sdo tripsinizadas
e lavadas com DMEM completo. Posteriormente, as células sdo submetidas a tratamento
hipoténico (com 0,5ml de DMEM completo diluido com H2O estéril 1:4) e incubadas
durante 2 minutos em estufa. Depois adiciona-se 1,5 ml de DMEM completo ndo diluido.
Em seguida, centrifuga-se por 5 minutos a 131g e deita-se fora o sobrenadante. Depois
ressuspendem-se as células do pellet em cerca de 50 ul de DMEM completo.

Posteriormente, espalham-se 15 pl da suspensdo celular para fazer os esfregacos
em cada lamina, obtendo-se cerca de 4 a 5 1aminas por condi¢do. As laminas ficam a secar
ao ar, durante 30 a 60min. Em seguida, as laminas sao fixadas durante 30 minutos com
metanol a -20°C e depois devem ficar novamente a secar. Apds o processo de secagem,
as laminas sao coradas com solu¢do de Giemsa a 4% em tampao fosfato 10 mM - pH 6,8,
durante 8 minutos. Em seguida, retira-se o excesso do corante com agua e as laminas

ficam a secar a temperatura ambiente (Figura 11).
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Figura 11 - Laminas confecionadas a partir dos diferentes extratos das Resinas Bulk fill.

No final as laminas sdo observadas ao microscopio optico (Optika B-350, Italia),
realizando a contagem celular conforme a quantidade de nucleos (monucleadas,
binucleadas e trinucleadas) e quanto a presenga dos micronucleos (MN) nestas células,

confirmados pela observagdo com a objetiva de 100x do microscépio.

Em relagdo a avaliacao da genotoxicidade dos extratos das trés resinas Bulk fill
analisadas, obtida através da realizagdo do ensaio dos microntcleos (MN), foi baseada
somente pela contagem do nimero total de microntcleos em 1000 células binucleadas

(BN)), MN/1.000 BN.
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4 - RESULTADOS

1. Polimerizacao das Resinas

As polimerizagdes das resinas Bulk fill foram realizadas conforme as condi¢des
estipuladas pelos fabricantes, principalmente quanto ao tempo de exposi¢do a luz,
consoante a intensidade do fotopolimerizador. Foi verificado que as trés resinas Bulk fill
obtiveram diferentes consisténcias ap0s a fotopolimerizagao (Tabela 4 e figura 12).

A resina Filtek One Bulk fill apresentou uma consisténcia firme, semelhante a
das resinas compostas convencionais, condizente a uma polimerizagdo aparentemente
completa.

Entretanto, a resina Tetric EvoCeram Bulk fill apresentou uma consisténcia
média apds a fotopolimerizagdo, sugerindo uma polimerizagdo incompleta.

Por sua vez, a resina Coltene Fill-Up! demonstrou uma boa consisténcia em sua
superficie que esteve em contacto direto com a luz, contudo, a outra superficie

apresentou-se pastosa, sugerindo uma polimeriza¢ao incompleta também.

Tabela 4: Resultado da polimerizagdo das diferentes resinas Bulk fill

Resina Polimerizacao Consisténcia
Filtek One Bulk fill Completa Firme
Tetric EvoCeram Bulk fill Incompleta Média
Coltene Fill-Up! Incompleta Pastosa

Figura 12 -Consisténcia dos cilindros das trés diferentes resinas Bulk fill ap6s a polimerizagéo
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2. Genotoxicidade

2.1. Ensaio dos Microntcleos com Bloqueio da Citocinese (CBMN)

Foram realizados trés ensaios experimentais independentes, consoantes as trés
diferentes resinas Bulk fill analisadas. Em cada ensaio foi feito um controlo positivo (C+),
no qual as células foram colocadas em contacto com a mitomicina C (substancia que
induz a formag¢do de micronucleos) e, um controlo negativo (C-), onde as células 3T3 nao
foram expostas a nenhum genotdxico (conforme Tabela 5). Por ensaio, as células 3T3
foram expostas a seis concentragdes diferentes dos extratos da resina testada e
contabilizado os diferentes tipos de células observadas (conforme Tabelas 6, 7 ¢ 8).

Os resultados representados na Tabela 5 evidenciaram, como era expectavel, que
no controlo negativo foram encontradas poucas células binucleadas com presenca de
micronucleos. Ja no controlo positivo, foram observadas varias células binucleadas com
micronucleos. Entretanto, em todas as laminas foram observadas em maior ou menor
quantidade, células mononucleadas (figura 13), binucleadas (figura 14) e trinucleadas
(figura 15), com ou sem a presenca de microntcleos. Também nos varios ensaios foram

encontradas células 3T3 binucleadas com presenga de varios micronucleos (figura 16).

Tabela 5: Contagem celular dos controlos negativos e controlos positivos dos trés Ensaios realizados em
simultdneo com células expostas a diferentes concentragdes das trés Resinas Bulk fill

Controlos do Controlos do Ensaio | Controlos do Ensaio
Ensaio com Filtek com Tetric com Coltene
One Bulk fill EvoCeram Bulk fill Fill-Up!
Células observadas C- C+ C- C+ C- C+
Mononucleadas sem MN 1523 6613 2188 5348 1937 5424
Mononucleadas com MN 27 334 36 319 31 336
Binucleadas sem MN 971 288 962 280 961 283
Binucleadas com MN 35 721 44 728 47 721
Trinucleadas sem MN 10 16 14 14 11 15
Trinucleadas com MN 1 37 2 32 2 35
Total de células 2567 8009 3246 6721 2989 6814
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- b

Figura 13 - Células 3T3 Mononucleadas com ou sem MN, microscépio 6tico Optika B-350 (lItalia). (Ampliagdo 1000x).

Figura 14 - Células 3T3 Binucleadas com ou sem MN, microscopio 6tico Optika B-350 (Italia). (Ampliagdo 1000x).

Figura 15 - Células 3T3 Trinucleadas com ou sem MN, microscépio 6tico Optika B-350 (Itdlia). (Ampliagdo 1000x).

Figura 16 - CeIuIas 3T3 Binucleadas com varios MN, microscépio ético Optika B-350 (lItalia). (Ampliagdo 1000x).
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Tabela 6: Contagem celular do Ensaio dos CBMN, realizado com a Resina Filtek One Bulk fill

Concentracoes dos Extratos de Resina Filtek One Bulk fill

Células observadas C- C+ 75% 50% | 20% 5% 1% | 0,5%
Mononucleadas sem MN 1523 6613 3263 1846 1743 2298 1928 2235
Mononucleadas com MN 27 334 139 87 79 75 59 62

Binucleadas sem MN 971 288 750 844 905 910 943 937

Binucleadas com MN 35 721 255 158 104 97 68 64

Trinucleadas sem MN 10 16 24 18 11 13 12 12

Trinucleadas com MN 1 37 11 8 8 6 4 4

Total de células 2567 8009 4442 2961 2850 3399 3014 3314

Conforme os valores apresentados na Tabela 6, verificou-se que na exposi¢ao a

diferentes concentragdes dos extratos da Resina Filtek One Bulk fill foi alcangado a

contagem minima de 1000 células binucleadas.

Tabela 7: Contagem celular do Ensaio dos CBMN, realizado com a Resina Tetric EvoCeram Bulk fill

Concentracdes dos Extratos de Resina Tetric EvoCeram Bulk fill

Celulas observadas C- | Cc+ | 5% | 50% | 20% | 5% | 1% | 0,5%
Mononucleadas sem MN 2188 5348 1274 4153 3869 2992 2027 1758
Mononucleadas com MN 36 319 26 286 153 123 98 83

Binucleadas sem MN 962 280 11 672 724 794 843 877

Binucleadas com MN 44 728 32 333 280 214 164 128

Trinucleadas sem MN 14 14 2 32 22 24 26 25

Trinucleadas com MN 2 32 6 15 13 10 8 7

Total de células 3246 6721 1351 5491 5061 4157 3166 2878

40



Resultados

Tabela 8: Contagem celular do Ensaio dos CBMN, realizado com a Resina Coltene Fill-Up!

Concentracdes dos Extratos de Resina Coltene Fill-Up!

Células observadas
C- C+ 75% 50% | 20% 5% 1% 0,5%

Mononucleadas sem MN 1937 5424 1218 5303 4306 3767 3576 2861

Mononucleadas com MN 31 336 84 328 301 241 135 114
Binucleadas sem MN 961 283 1 302 653 674 749 802
Binucleadas com MN 47 721 44 705 353 327 253 208
Trinucleadas sem MN 11 15 0 15 29 31 21 19
Trinucleadas com MN 2 35 3 32 15 13 11 7

Total de células 2989 6814 1350 6685 5657 5053 4745 4011

De acordo com os valores indicados nas Tabelas 7 e 8, verificou-se que na
maioria das exposi¢des das cé€lulas as diferentes concentragdes dos extratos da Resina
Tetric EvoCeram Bulk fill e da Resina Coltene Fill-Up! foi alcangado a contagem minima
de 1000 células binucleadas, com exce¢ao da concentragdao de 75% do extrato de ambas
resinas. Nestes casos, o nimero de células presentes nas laminas diminuiu muito apds a
exposicao a esta concentracdo nos dois Ensaios dos CBMN realizados, indicando uma

forte toxicidade dos extratos mais concentrados.
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2.1.1 - Diferentes Formatos de MN em células Binucleadas

Figura 17 — Células 3T3 Binucleadas com diferentes formas de MN, microscépio 6tico Optika B-350 (ltalia). (Ampliagdo
1000x).
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A contagem das células Binucleadas com microntcleos incluiu as células em
que os micronucleos t€ém uma forma irregular, nomeadamente aparecendo como pontes
entre os nucleos, ou como bolhas dos nticleos ou com uma forma alongada indicando que
a formagao dos micronucleos resultou de diferentes mecanismos (Kirsch-Volders et al.,

2011).

2.2 - Calculos de Proliferacao Celular e Frequéncia de Microntcleos

O Ensaio de Micronucleos com bloqueio da citocinese (CBMN) do presente
estudo, permite analisar o efeito citostatico (paragem da proliferacdo celular) através do
indice de Proliferagdo das células com bloqueio da citocinese (Cytokinesis-Block
Proliferation Index — CBPI) ou através da Percentagem de células BiNucleadas (%BN).
A frequéncia de Micronticleos em mil células BiNucleadas (MNBN%) permite

determinar um indice de genotoxicidade dos extratos.

2.2.1 - Indice de Proliferacio de células com bloqueio da citocinese (Cytokinesis-

Block Proliferation Index — CBPI) ou indice de Nio Divisdo (NDI)

Na presenca citocalasina B, este indice CBPI permite medir o numero de ciclos
celulares durante o periodo de exposi¢do aos diferentes toxicos. O seu valor deve ser
maior que 1, de modo a garantir que as células se dividiram pelo menos uma vez (um
ciclo de replicagdo). Quando o valor de CBPI ¢ igual a 1 significa que todas as cé€lulas

sao mononucleadas. O valor de CBPI pode ser calculado pela seguinte formula:

> células mononucleares + 2x ) células binucleares + 3x ) células multinucleares
CBPI = --- - e
nimero total de células
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Figura 18 — Célculo do indice de Proliferago de células com bloqueio da citocinese (CBPI).

Os resultados apresentados na Figura 18, mostram valores do CBPI > 1 em todas
as concentracdes dos extratos das resinas dos trés ensaios de CBMN realizados,
evidenciando que houve proliferacao celular. No entanto, a medida que aumenta a
concentracao dos extratos de Tetric EvoCeram Bulk fill e de Coltene Fill-Up! observa-se
uma diminui¢do do indice de proliferacdo celular. Apesar disso, ndo se observam
diferencas significativas no Indice de proliferacio das células expostas aos extratos das

diferentes resinas.

2.2.2 - Percentagem de células BiNucleadas (%BN)

Esta percentagem revela o efeito citostatico (paragem da proliferagdo celular)
devido a presenca dos extratos das resinas, que ¢ obtido através da soma das células
binucleadas a dividir pelo nimero total de células. Conforme os resultados demonstrados

na Figura 19, obtivemos valores baixos e variaveis entre 3-39%.
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Figura 19 — Cdlculo da Percentagem de Células Binucleadas (%BN).

A percentagem de células Binucleadas na presenca das diferentes concentragdes
do extrato de Filtek One Bulk fill mantem-se constante até a concentragao de 50%,
diminuindo bastante na concentracdo de 75%, indicando uma paragem da proliferagdo
celular a esta concentrag¢do mais elevada. A percentagem de células Binucleadas também
diminui linearmente com o aumento da concentracdo dos extratos das resinas Tetric
EvoCeram Bulk fill e de Coltene Fill-Up! e, nos extratos de 75% diminui drasticamente,

indicando a diminuicao da proliferacdo celular (Figura 18 e 19).

2.2.3 - MicroNucleos em células BiNucleadas (% MNBN)

Este calculo corresponde ao indice de genotoxicidade, ou seja, determina a
incidéncia de células com micronucleos em 1000 células binucleadas, através da razao

entre o numero de células binucleadas com MN em 1000 células binucleadas (Figura 20).
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Figura 20 — Calculo dos Micronucleos em células binucleadas (MNBN%).

Conforme os valores apresentados na Figura 20, na presenga dos extratos das
varias resinas, a frequéncia de MN em células binucleadas (%MNBN) mostraram uma
tendéncia crescente de dose-resposta. A formagdo dos MN induzidos pelos extratos a
concentracdo de 75% foi significativa para as Resinas Tetric EvoCeram Bulk fill e
Coltene Fill-Up!, no entanto, estes valores ndo devem ser considerados para determinar
o indice de genotoxicidade, dado que nestas condigdes também houve paragem de
proliferacdo celular.

Observou-se que a resina que induz mais efeitos genotoxicos nas células 3T3 foi
a Resina Coltene Fill-Up! atingindo nos extratos a 50%, um indice de genotoxicidade 15
vezes superior ao do controlo negativo. Estes extratos apresentam valores de
genotoxicidade idénticos a genotoxicidade induzida pela Mitomicina, utilizada como
controlo positivo de genotoxicidade. Os extratos de 50% da resina Tetric EvoCeram Bulk
fill apresentam um indice de genotoxicidade de 7,6 vezes superior ao do controlo

negativo. Ja os extratos de 50% da resina Filtek One Bulk fill, apresentam um indice de

genotoxicidade de 4,6 vezes superior ao do controlo negativo.
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5- DISCUSSAO

No presente estudo, sobre a biocompatibilidade das resinas Bulk fill, os ensaios
genotoxicos foram realizados com células de fibroblastos 3T3 de ratinho, porque sao
células estaveis em cultura e os fibroblastos sdo abundantes e precursores da maioria dos
varios tipos de células gengivais e pulpares que podem estar em contacto com substancias
lixividveis de resinas dentarias por periodos prolongados. Além disso, este modelo de
célula tem sido recomendado nas diretrizes de citotoxicidade (ISO, 2009; 2018).

Estudos recentes demonstraram uma baixa biocompatibilidade das resinas Bulk
fill, com presenga de citotoxicidade nas células estaminais da polpa dentdria humana (Lee
et al., 2019), nos osteoblastos humanos (Haugen ef al., 2020), nos fibroblastos humanos
(Chaharom et al., 2020) e nas células de neurdnios corticais (Kamalak et al., 2018). Pela
analise de culturas celulares de fibroblastos de ratinho em tempo real (Demirel et al.,
2020) observou-se reacao inflamatoria em tecidos vivos de ratinho, apos inoculagdo
subcutanea deste tipo de resina (Girdo et al., 2020). Entretanto, em nenhum destes estudos
foi analisado a genotoxicidade das resinas Bulk fill.

Lee et al. (2019), avaliaram a citotoxicidade de trés resinas Bulk fill (SDR,
Venus Bulk fill e Beautifil Bulk Flowable) e de uma resina composta convencional fluida
(controlo) e os seus efeitos na anti diferenciacdo das células estaminais da polpa dental
humana. Neste estudo, foram confecionados cilindros de resinas individuais com
espessuras de 2mm e colocados a uma distancia de 0-2, 2-4 e 4-6mm do local da
fotopolimerizacdo. Posteriormente, os extratos de resinas foram incubados por 24hs em
contacto direto com as células estaminais, previamente extraidas de terceiros molares
humanos. Observaram-se diferencas na citotoxicidade das resinas Bulk fill dependendo
da profundidade do local de fotopolimerizagdo na seguinte ordem: 4-6mm> 2-4mm> (-2
mm. Além disso, a diferenciacdo das células estaminais foi mitigada nas cavidades
profundas (4-6mm). Desta maneira, € necessario cuidado na escolha das resinas Bulk fill,
especialmente em restauracdes de cavidades profundas, para que a viabilidade e
capacidade de diferenciacdo das células estaminais da polpa dentéria seja mantida.

Posteriormente, Haugen et al. (2020) realizaram uma caracterizacao abrangente
de duas resinas Bulk fill fluidas (SDR Flow- SDR e Filtek Bulk Fill Flowable- FBF) e
uma resina composta convencional (Tetric EvoCeram- TEC). Dentre os parametros

examinados, destaca-se o efeito citotoxico em osteoblastos humanos, fibroblastos
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gengivais humanos e células cancerosas. A biocompatibilidade das resinas Bulk fill foi
semelhante a da resina composta convencional quando em contacto com células epiteliais
e fibroblastos. Entretanto, em relagdo aos osteoblastos, todas as resinas apresentaram
efeito citotoxico, sendo que, FBF apresentou citotoxicidade grave (50% de morte celular)
e a TEC foi moderadamente citotoxica (30% de morte celular), enquanto a resina
convencional foi considerada levemente citotoxica (20% de morte celular). Concluiu-se
que deve ser evitado o uso da Bulk fill- FBF em cavidades profundas de classe II, devido
a possivel difusao de seus compostos resultantes da degradacao da resina que parecem ser
toxicos para os osteoblastos.

Demirel et al. (2020), avaliaram a citotoxicidade de 10 resinas compostas Bulk
fill em fibroblastos de ratinho (L929), através da analise celular em tempo real (a cada 30
min num intervalo de 72 h). Foram testadas 5 resinas fluidas (Filtek Bulk fill Flowable,
Smart Dentin Replacement, X-tra base, Venus Bulk fill e Beautifil-Bulk Flowable) e 5
resinas pastosas (Filtek Bulk fill Posterior Restorative, QuiX fill Posterior Restorative, X-
tra fill, Tetric EvoCeram Bulk fill e Beautifil-Bulk Restorative) e como controlo foi
utilizada uma resina composta convencional. Nenhuma das resinas Bulk fill manteve a
viabilidade celular acima dos 70% apds 48 e 72 hs de exposi¢do, o que indica que todas
sdo citotoxicas. As resinas Bulk fill fluidas e pastosas da mesma marca, exibiram
propriedades citotoxicas semelhantes. Para a resina Tetric EvoCeram Bulk fill, a
viabilidade celular foi reduzida para 71% apds 24hs, 37% em 48hs e 21% em 72hs de
exposi¢do. Assim, os dados deste estudo sugerem um possivel efeito genotdxico da resina
Tetric EvoCeram Bulk fill, que foi confirmado em nosso presente estudo.

No estudo realizado por Girdo et al. (2020), foi analisado a influéncia do grau
de conversdo (DC) e dos residuos fotopolimerizdveis na biocompatibilidade de trés
resinas Bulk fills (Tetric N-Ceram Bulk fill, Filtek One Bulk fill e Sonic Fill) sobre o
perfil inflamatdrio no tecido subcutineo de ratinhos vivos. Foram confecionados discos
de resinas com espessuras de 2 mm (superficial) e 4 mm (profundo). Em seguida, os
discos foram implantados em quatro quadrantes no tecido subcutineo de ratinhos. Apos
7, 14 e 28 dias, foi realizado a andlise histoldgica da intensidade do processo inflamatorio.
A resina Sonic Fill de 4mm foi a que apresentou menor DC, alta propor¢ao de Bis-GMA
residual e infiltrado inflamatorio intenso apds 28 dias, maior do que nos outros grupos.
J4 a resina Filtek One Bulk Fill, que tem AUDMA (uretano dimetacrilato aromatico) e
UDMA (uretanos dimetacrilatos) em sua composi¢do, apresentou maior DC e menor

toxicidade. Os resultados deste estudo, corroboraram os dados da literatura que relatam
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uma relacdo direta entre o DC e a intensidade do infiltrado inflamatoério e, que o grau de
conversao aumenta na seguinte ordem: Bis-GMA < Bis-EMA < UDMA < TEGDMA.

No nosso estudo, também verificimos que a resina Filtek One Bulk fill
apresentou o menor efeito genotoxico entre as resinas Bulk fill analisadas. Apds a
fotopolimerizacgao, a Filtek One Bulk fill apresentou uma consisténcia firme, semelhante
a das resinas compostas convencionais, condizente com uma polimerizagdo
aparentemente completa, sugerindo um alto grau de DC. J4 as resinas Tetric EvoCeram
Bulk fill e Coltene Fill-Up! apresentaram uma consisténcia média e pastosa,
respetivamente; sugerindo uma polimerizagao incompleta em ambas as resinas. Apesar
de somente os fabricantes da resina Filtek One Bulk fill terem especificado os mondmeros
presentes em sua composicdo, nossos resultados sugerem que a genotoxicidade
encontradas nas resinas Bulk fill ¢ inversamente proporcional ao DC, corroborando
estudos prévios (Girdo et al., 2020).

Kamalak ef al. (2018), investigaram potenciais respostas celulares e efeitos
bioldgicos das resinas Bulk fill em células de neurdnios corticais apds dois tempos de
exposicao diferentes (24 e 72hs). O estudo incluiu 5 resinas Bulk fill fluidas: Surefil SDR
Flow (SS), X-tra Base Flow (XB), Venus Bulk Flow (VBF), Filtek Bulk Flow (FBF) e
Tetric-Evo Flow (TE). As amostras de resina foram fotopolimerizadas por 20-40s,
conforme as instru¢cdes dos fabricantes. A viabilidade celular foi medida pelo ensaio
MTT, o antioxidante total e o status oxidante total foram examinados usando kits de
diagnostico de ensaio real. Os resultados evidenciaram que todas Bulk fill testadas foram
citotoxicas na fase aguda e esses efeitos induziram morte celular apos diferentes periodos
de exposi¢do. Citotoxicidade significativa foi detetada nos grupos TE, XB, SS, FBF e
VBF em 24 e 72 horas, respetivamente. Entretanto, observou-se que o VBF e FBF
causaram um efeito mais toxico nos neuroénios e maior degeneracdo quando comparada
com as outras resinas Bulk fill, o que pode ser explicado pelo menor teor de carga
inorgénica presente nestas resinas.

O efeito do pré-aquecimento das resinas Bulk fill no grau de conversdao das
resinas compostas e o possivel efeito na citotoxicidade, foi investigado por Chaharom et
al. (2020). Neste estudo, trés diferentes resinas Bulk fill foram analisadas: Tetric N-
Ceram Bulk Fill (TNB), Xtrafil (XF) e Xtrabase (XB), as quais possuem percentagens de
carga inorganica de 61%, 86% e 75%, respetivamente. De cada resina foram preparadas
10 amostras, sendo 5 amostras pré-aquecidas a 68°C e as outras 5 polimerizadas a

temperatura ambiente (25°C). A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio do MTT em
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fibroblastos humanos. A resina TNB, que possui o menor teor de carga inorganica entre
as resinas testadas, foi a que apresentou maior citotoxicidade. Concluiu-se que o pré-
aquecimento da resina Bulk fill ndo afetou a toxicidade induzida nos fibroblastos
humanos. Além disso, a citotoxicidade de diferentes resinas compostas Bulk fill variou
dependendo de sua composi¢ao quimica, corroborando com os estudos prévios (Kamalak
etal., 2018).

E sabido que uma percentagem maior de carga inorganica pode reduzir a
solubilidade da resina composta. Isto sugere que as resinas compostas com maior teor de
carga inorganica oferecem uma menor taxa de adsorc¢ao de solvente em comparagao com
as resinas compostas com baixo teor de carga inorganica. Além disso, uma menor
adsorc¢ao de solvente pode resultar em menor libertagdo de componentes, incluindo os
monodmeros (Lempel et al., 2016). No nosso estudo, foi observado que a resina que induz
mais efeitos genotoxicos nas células 3T3 foi a Resina Coltene Fill-Up! seguida pela
Resina Tetric EvoCeram Bulk fill e pela resina Filtek One Bulk fill. Desta maneira, os
nossos resultados corroboraram os estudos prévios (Kamalak et al., 2018; Chaharom et
al., 2020), ja que de acordo com as informagdes do fabricante, as percentagens de carga
inorganicas presentes nas resinas Filtek One Bulk fill, Tetric EvoCeram Bulk fill e
Coltene Fill-Up! sdo 58,5%, 53-54% e 49%, respetivamente.

Atualmente, tem havido uma necessidade constante de desenvolver novos e mais
rapidos ensaios citogenéticos para medir a instabilidade induzida por agentes genotoxicos
no campo da pesquisa citogenética, um exemplo disso ¢ o ensaio de microntcleos. Os
micronucleos sao fragmentos ou cromossomas completos que permanecem no citoplasma
celular durante a mitose (Rincon & Sanchez, 2021). O ensaio de micronucleo com
bloqueio da citocinese (CBMN), devido a sua alta sensibilidade e especificidade tornou-
se um dos métodos mais populares para avaliar a genotoxicidade de diferentes fatores
quimicos e fisicos, incluindo danos no DNA induzidos por diversos materiais dentarios
(Sommer, Buraczewska, Kruszewski, 2020).

Nesse contexto, Raji¢ et al. (2018) investigaram a citotoxicidade e
genotoxicidade de 6 resinas compostas distintas, sendo trés convencionais (Tetric
EvoCeram, Filtek Ultimate e G-aenial) e trés fluidas (Tetric EvoFlow, Filtek Ultimate
Flow e G-aenial Flo). Para avaliar a genotoxicidade dos materiais dentarios, foram
utilizadas duas concentragdes diferentes de cada resina, polimerizada e ndo polimerizada,
através do ensaio de microntcleos em linfocitos humanos. Concluiu-se que as resinas

compostas convencionais polimerizadas ndo apresentaram efeito citotoxico ou
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genotoxico, o que € importante para a aplicacao clinica destes materiais. Entretanto, as
resinas ndo fotopolimerizadas exibiram citotoxicidade e genotoxicidade, devido a
presenca de mondémeros em sua composicao, como Bis-GMA, UDMA e TEGDMA, que
em contacto direto com os linfocitos, induziram a apoptose dos mesmos.

Posteriormente, Gavi¢ et al. (2019) realizaram um estudo clinico prospetivo e
longitudinal durante um periodo de trés meses para avaliar possiveis danos ao DNA de
células bucais expostas a diferentes materiais dentédrios, através do ensaio de
micronucleos. O estudo incluiu 60 jovens sem restauragdes prévias em que foram
realizadas restauragdes de classe II com um dos trés materiais testados (iondmeros de
vidro: Ketac Molar ou Ionofil Molar e um compémero: Twinky Star) durante o estudo. O
dano ao DNA foi analisado por ensaios de micronticleo, em células epiteliais esfoliadas
da mucosa bucal. Em todas as amostras coletadas 90 dias apos o tratamento, nao houve
diferenca estatistica no nimero de quaisquer alteracdes celulares. Neste estudo foi
confirmada a biocompatibilidade a longo prazo dos materiais testados, ionomeros de
vidro e compdmeros sdo materiais amplamente utilizados em odontopediatria, e este
estudo comprovou sua seguranga para 0 uUso em criangas.

Mais recentemente, Bandarra et al. (2021) realizaram estudo in vitro para definir
e comparar a genotoxicidade e citotoxicidade dos eluatos de diferentes cimentos
dentarios: cimento resinoso (RelyX Unicem 2 Automix), cimento de iondmero de vidro
convencional (Ketac Cem Easymix) e cimento de ionomero de vidro modificado por
resina (Ketac Cem Plus). Os efeitos genotoxicos foram determinados pela utilizagdo do
ensaio de micronucleos em células de fibroblastos de ratinhos, 3T3. Para as amostras de
cimento resinoso, 2 procedimentos de polimerizagdo foram realizados: num o cimento foi
deixado auto polimerizar por lhora e, noutro o cimento foi polimerizado por 20 segundos
com fotopolimerizador. O cimento de iondmero de vidro convencional ndo foi
considerado citotdxico ou genotdxico, enquanto os eluatos de cimento de iondmero de
vidro modificado por resina e cimento resinoso, independentemente do método de
polimerizacdo, foram citotoxicos nos fibroblastos. A citotoxicidade méxima foi
observada na presenca de cimento resinoso, que também apresentou genotoxicidade,
independentemente do tipo de polimerizagao realizada.

Com relagdo ao estudo de genotoxicidade das resinas Bulk fill, existem poucos
dados na literatura. Taubock ef al. (2017), realizaram a primeira investigacao in vitro com
objetivo de avaliar a genotoxicidade de trés resinas compostas Bulk fill fluidas (SDR,

Venus Bulk fill e X-tra base) e de uma resina composta convencional fluida (Tetric
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EvoFlow), aplicadas em camada de 4 mm de espessura e fotoativadas em diferentes
tempos de exposicdo (20 e 30 segundos). A genotoxicidade foi avaliada em leucocitos
humanos utilizando o ensaio de microntcleos. Concluiram que as resinas Bulk fill
testadas, ao contrario da resina composta convencional, aplicadas em 4 mm de espessura
e fotoativadas por no minimo 20s, nao induziram efeitos genotoxicos relevantes. E, que
o tempo de irradiagdo de 20s (=1200 mW/cm2) pode ser suficiente para que os
compdsitos de resina Bulk fill sob investigacdao, ndo induzam efeitos genotoxicos aos
leucdcitos humanos.

Mais recentemente, estudo in vitro realizado por Anjo (2021) analisaram a
genotoxicidade de uma resina composta Bulk fill, nomeadamente a Coltene Fill-Up!, com
espessura de Smm e exposta ao tempo de fotopolimerizagdo de 7s (> 1200 mW/cm2),
conforme o estipulado pelo fabricante. A genotoxicidade do compdsito foi investigada
em células de fibroblastos 3T3 de ratinho, as quais foram expostas a diluigdes diferentes
dos extratos de resina, através do Ensaio de Micronucleos. Constatou-se altera¢do da
morfologia celular em relagdo as células do controlo positivo e negativo, podendo ser
justificada pela alta genotoxicidade da resina testada. Nos fibroblastos que foram
expostos aos extratos de resina, observou-se a presen¢a de micronticleos e fragmentacao
nuclear, o que tornou estas células inviaveis (devido a quebra do DNA) e ocasionou a
inibicao da proliferacdo celular. Concluiu-se que a resina Bulk fill Coltene Fill-Up! tem
capacidade genotoxica, provavelmente devido ao seu baixo grau de conversdo dos
monomeros.

Em nosso estudo, foi constatado que a resina Bulk fill Coltene Fill-Up! era
genotoxica para as células de fibroblastos 3T3 de ratinho. Além disso, esta resina
apresentou o maior valor do indice de genotoxicidade entre as resinas Bulk fill testadas.
Assim, os nossos resultados corroboraram com os resultados do estudo prévio (Anjo,
2021).

Desta maneira, como as resinas compostas Bulk fill estdo em contacto com as
células humanas por longos periodos, ¢ importante compreender os seus efeitos a longo
prazo. Se as células morrem através de um processo controlado, como apoptose, entdo o
corpo humano reage e ativa mecanismos moleculares para induzir a substitui¢cdo celular,
levando a reparacao. No entanto, se as células humanas forem expostas a um material que
¢ citotoxico e genotoxico, entdo a avaliacao de risco € essencial. Se as lesdes no DNA
induzidas por material genotdxico sdo transmitidas para a prole celular, entdo a vao ficar

permanentemente na populagdo. Dado que o cancro bucal afeta milhares de pessoas todos
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0s anos, os materiais dentarios devem ser rigorosamente avaliados para seu potencial risco
genotdxico (Bandarra et al., 2021).

Os estudos in vitro de materiais dentarios sdo um importante passo na triagem
de seus efeitos biologicamente adversos antes da realizacdo de modelos de estudos in
vivo. O presente estudo mostrou que as resinas compostas Bulk fill, nomeadamente a
Tetric EvoCeram Bulk fill e a Coltene Fill-Up!, que sdo rotineiramente utilizadas na
pratica clinica em medicina dentaria, tem algumas questdes preocupantes quanto a sua
biocompatibilidade. No entanto, a toxicidade apresentada neste estudo deve ser
interpretada com algum cuidado, devido as conhecidas limitagdes dos resultados in vitro
sobre sua aplicagdo em condigdes clinicas. Apesar disso, este estudo indica que é
necessario melhorar a seguranga destas resinas Bulk fill, sobretudo das que tém

consisténcia pastosa ou fluida.
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6 - CONCLUSOES

Com base nos resultados deste estudo in vitro, obtivemos as seguintes
conclusodes:

1- A resina Bulk fill que induziu mais efeitos genotdxicos nas células 3T3 foi a
resina Coltene Fill-Up! seguida pela resina Tetric EvoCeram Bulk fill.

2- A resina Filtek One Bulk fill foi a que apresentou menor genotoxicidade nas
concentragdes dos extratos testados, demonstrando ser mais segura para usos clinicos
prolongados.

3- E importante a consciencializagio dos médicos dentistas sobre a
biocompatibilidade e possivel toxicidade dos materiais dentarios, que podem causar
lesoes locais e sistémicas aos doentes. Desta maneira, os médicos dentista devem avaliar
o risco e o beneficio dos materiais dentarios e ndo desconsiderar a biocompatibilidade em

seu processo de tomada de decisdo.
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