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RESUMO

Introducfo: As resinas de polimetilmetacrilato sdo materiais essenciais no campo da
Reabilitagdo Oral. No entanto, o seu uso tem sido posto em causa, uma vez que podem
originar reacdes adversas nos tecidos adjacentes. Trabalhos anteriores mostraram que as
resinas autopolimerizaveis libertam maiores quantidades de mondmeros residuais,
quando comparadas com as termopolimerizaveis. Assim, torna-se importante perceber se

os métodos de polimerizacdo tém influéncia na citotoxicidade desses materiais.

Objetivos: Avaliar, in vitro, o nivel de citotoxicidade das resinas ProBase® Hot ¢
ProBase® Cold em fibroblastos 3T3, com a hipdtese de que existem diferengas entre as

resinas acrilicas ProBase®, no que diz respeito a sua citotoxicidade.

Materiais e Métodos: Os espécimes foram preparados de acordo com as instrugdes do
fabricante. Em seguida, 4 discos (Smm x 2mm) foram incubados por 30 minutos, 24
horas, 7 dias, 14 dias e 1 més em 7mL de meio de cultura. Dilui¢des em série dos extratos
de resina previamente incubados foram colocados em contacto com 4x10° e 2x10*
fibroblastos de murganho 3T3, plaqueados no dia anterior numa placa de 96 pogos. Apds
24 horas de exposi¢do, a viabilidade celular foi avaliada através dos ensaios do Cristal
Violeta e do MTT. A absorvancia foi lida a 595nm no leitor de microplacas Bio-Rad 680.
Foi utilizado o ANOVA Factorial (SPSS, Chicago, IL) para andlise estatistica dos

resultados, aceitando-se uma significancia de 5%.

Resultados: Todos os fatores testados (resinas, dilui¢des e tempo) produziram diferencas
significativas na viabilidade celular. Houve diferengas estatisticamente significativas
entre ambas as resinas, embora pouco significativas em termos experimentais e clinicos.
A viabilidade celular nunca foi inferior a 70%, sendo este o limite estabelecido na norma

ISO 10993-5:2009 para um material ser considerado citotdxico.

Conclusio: Nas condigOes testadas, as resinas ProBase® nao sao citotdxicas. Existem
algumas diferencas de citotoxicidade, sugerindo que o método de polimerizagdo tem

influéncia.

Palavras-Chave: Resinas Acrilicas, Citotoxicidade, Monomeros Residuais, Protese

Removivel






ABSTRACT

Introduction: Polymethylmethacrylate resins are essential materials in the Oral
Rehabilitation field. However, their use is being called into question once they can cause
adverse reactions in the adjacent tissues. Previous works have shown that auto-
polymerized resins release higher amounts of residual monomers than heat-polymerized
resins. Having that in consideration, it is important to know if polymerization methods

have influence in the cytotoxicity of these materials.

Objectives: In this in vitro study, our aim is to evaluate the cytotoxicity level of
ProBase® Hot and ProBase® Cold in fibroblastic cell line using cell viability assays and
our hypothesis is that there are differences between ProBase® acrylic resins, regarding

their cytotoxicity.

Materials and Methods: Specimens of each resin were prepared according to
manufacturer’s instructions. Then, 4 disks (Smm x 2mm) were immersed in 7mL of
culture medium and incubated for 30 minutes, 24 hours, 7 days, 14 days and 1 month.
Serial dilutions of the previously incubated resin extracts were placed in contact with
4x10° and 2x10* of 3T3 mouse fibroblasts plated in a 96 well plate the day before. After
24 hours of exposition, cell viability was evaluated through the Crystal Violet and the
MTT assays. Absorvance was measured at 595nm in a microplate reader (Bio-Rad 680).
The results were evaluated by Factorial ANOVA (SPSS, Chicago, IL) and the level of

significance was chosen as p-value < 0.05.

Results: All tested factors (resins, dilutions and time) have shown to produce significant
differences in cell viability. There were statistically significant differences between both
resins but not significant in experimental and clinical terms. Cell viability was never

below 70%, which is the threshold stated in ISO 10993-5:2009 to be considered cytotoxic.

Conclusion: Our results show that ProBase® resins are not cytotoxic in our cell model
and that there were some differences in cytotoxicity, suggesting that the polymerization

method has influence.

Keywords: Acrylic Resins, Cytotoxicity, Residual Monomers, Removable Denture
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I. INTRODUCAO

1. Reabilita¢ao Oral

1.1 Edentulismo

A auséncia de pegas dentarias ¢ denominada de edentulismo e esta condi¢do
decorre vulgarmente de patologias tais como a cérie dentdria e a doenga periodontal,
sendo que estas duas sdo as mais comuns. No entanto, o tratamento ortodontico, os
traumas, as lesdes quisticas e neoplasicas, os dentes supranumerdrios ¢ os dentes

impactados estdo também entre os fatores que podem levar a perda de pecas dentarias

(Abdel-Rahman, Tahir, & Saleh, 2013; Jeyapalan & Krishnan, 2015).

O edentulismo parcial (Figura 1.) decorre quando estamos na presenca de uma
arcada dentaria onde falta um ou mais dentes naturais, ja no edentulismo total (Figura 2.)
temos a auséncia de todos os dentes de uma ou de ambas as arcadas dentarias da cavidade

oral (Jeyapalan & Krishnan, 2015).

Figura 1. Edentulismo parcial
(http://www.blendedentalgroup.com/profe
ssionals/case-studies/mary-jane/).

Figura 2. Edentulismo total (Altarawneh,
Limmer, Reside, & Cooper, 2015).

Relativamente a Portugal, segundo o Barometro da Saude Oral de 2017, apenas
32,4% da populacdo inquirida conserva todos os dentes naturais (com exce¢do dos

terceiros molares). Dos restantes, 37,8% tem falta de um a cinco dentes, 10,8% tem falta
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de seis a oito dentes, 12,9% tem mais de oito dentes ausentes e 6,2% nao tem nenhum

dente natural, perfazendo um total de 67,7% de edentulismo (OMD, 2017).

O Bardmetro da Saude Oral indica-nos ainda que 35,8% dos portugueses com falta
de dentes naturais sdo portadores de protese dentaria e que 6,7% possuem dentes fixos.
No entanto, mais de metade (57,4%) desses portugueses nao tem nada a substituir os seus

dentes perdidos (OMD, 2017).

1.1.1. Classifica¢oes de Edentulismo Parcial

No caso dos desdentados parciais, sdo inimeras as combinagdes possiveis,
calculando-se que sejam possiveis mais de 65000 combinagdes entre espagos desdentados
e dentes remanescentes (Al-Johany & Andres, 2008). Neste sentido, foi necessario criar
um sistema de classificagdo para auxiliar na comunicagdo entre profissionais de satde
oral e na discussdo do plano de tratamento a seguir, tornando mais facil a visualizagdo

imediata da arcada dentaria (Galagali & Mahoorkar, 2010).

Segundo Carr & Brown (2011), um sistema de classificacdo de arcadas
parcialmente desdentadas deve permitir uma rapida visualizacdo da arcada em questao,
permitir a distingdo entre protese parcial removivel dento-suportada ou dento-muco-

suportada e deve ser universalmente aceite.

O primeiro sistema aceite foi o de Cummer, no ano de 1920, cuja classificagdo
tinha por base o niumero de retentores diretos e respetiva posi¢ao, bem como a posicao
dos retentores indiretos. A grande desvantagem deste sistema € o facto de nao ter em

conta as zonas desdentadas (Galagali & Mahoorkar, 2010).

Trés anos depois, em 1923, o Dr. Edward Kennedy, apresentou um sistema de
classificacdo baseado na relagdo entre os dentes pilares e os espagos desdentados, sendo
este 0 método atualmente mais utilizado em todo o mundo. Neste sistema existem, entao,
quatro possiveis categorias (Figura 3.): a Classe I, referente as arcadas dentarias com
zonas desdentadas bilaterais, posteriores aos dentes remanescentes; a Classe II, igual a
anterior, mas referente apenas a situagdes unilaterais; a Classe III, na qual encontramos
uma zona desdentada, limitada por dentes remanescentes em anterior e posterior; e, por

ultimo, a Classe IV, onde se verifica uma zona desdentada simétrica (tendo em conta a
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linha média) localizada na regido anterior da arcada dentaria (Al-Johany & Andres, 2008;

Galagali & Mahoorkar, 2010).

Kennedy Class | Kennedy Class Il Kennedy Class Ill Kennedy Class IV

Figura 3. Classificagdo de Kennedy (adaptada de Carr & Brown, 2011).

Em 1954, Applegate definiu oito regras para a classificacdo de Kennedy, uma vez

que seria dificil aplicar a mesma a todas as situagdes sem a existéncia de normas para nos

guiarmos (Al-Johany & Andres, 2008; Carr & Brown, 2011). As oito regras que vieram,

entdo, dar origem a classificagdo de Applegate-Kennedy, sdo as seguintes (Carr & Brown,

2011):

1.

A classificagdo deve ser aplicada ap6s qualquer extragdo dentaria que

venha a afetar a classificacdo inicial.

Na auséncia de um terceiro molar e, apenas quando ndo se prevé

substitui¢do do mesmo, este ndo € tido em conta para a classificagao.

Na presenca de um terceiro molar que va ser usado como dente pilar,

este ¢ considerado para a classificagao.

Na auséncia de um segundo molar e, apenas quando ndo se prevé

substitui¢do do mesmo, este ndo ¢ tido em conta para a classificacao.

As zonas desdentadas mais posteriores sao sempre as que definem a

classificacao.

As restantes zonas desdentadas, para além daquela que definiu a

classificagdo, sao tidas como modificagoes.

Para as modificagdes referidas anteriormente conta apenas o nimero das

mesmas € nao a sua extensao.

As Classes IV nao contemplam modificagdes.

17



Efeito citotoxico de duas resinas utilizadas em protese removivel: ProBase ® Hot VS ProBase® Cold — Um estudo in
Vitro

Nos anos seguintes, novas classificagdes continuaram a surgir, nomeadamente as
Classificac¢des de Bailyn (1928), de Neurohr (1939), de Mauk (1941), de Wild (1949), de
Godfrey (1951), de Friedman (1953), de Beckett (1953), de Craddock (1954), de Austin-
Lidge (1957), entre outras. No entanto, a Classificacdo de Kennedy nunca deixou de ser
a mais consensual, sendo por isso a mais utilizada em todo o mundo (Carr & Brown,

2011; Galagali & Mahoorkar, 2010).

1.2. Reabilitacdo Protética

O edentulismo influencia negativamente a fungdo oral destes doentes, uma vez
que as suas capacidades de comer e falar ficam diminuidas, e acaba por afetar também a
vida social e as atividades do dia-a-dia. Uma vez que a estética fica comprometida, sdo
muitos os doentes que se deparam com graves problemas de autoestima e que acabam por
reduzir a sua participagao na vida social, acabando alguns por se isolarem (Emami, Souza,

Kabawat, & Feine, 2013).

Torna-se, entdo, imperativa a reabilitacao oral destes doentes.

1.2.1. Protese Removivel

De acordo com o Glossary of Prosthodontic Terms da Academy of Prosthodontics,
podemos definir uma protese como um substituo artificial dos dentes naturais perdidos e
respetivo tecido adjacente e podemos definir protese removivel como aquelas que podem

ser prontamente removidas da cavidade oral pelo doente.
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1.2.1.1. Tipos de Proteses Removiveis

Dentro das proéteses removiveis, e dependendo do tipo de edentulismo, podemos
reabilitar os doentes com proteses totais ou proteses parciais (Assaoka, Cesar, & Oliveira,

2012).

Uma protese total (Figura 4.) vai, entdo, ser utilizada quando estamos perante um
caso de edentulismo total. Estes casos apresentam-se como um dos maiores desafios para
a Medicina Dentédria, uma vez que todo o sistema estomatogndtico estd afetado,
nomeadamente ao nivel muscular, dimensao vertical, estética e fungdo. Assim, as proteses
totais substituem nao alguns, mas sim todos os dentes de uma arcada dentéria e devolvem
ao doente a estética, funcao, fonética e, em ultima analise, a autoestima (Assaoka et al.,

2012; Volpato, Garbelotto, Zani, & Vasconcellos, 2012).

Figura 4. Proteses totais (Adaptado de
https://www.beckettridgechiro.com/albums/Partial%20Dentures/denture -partial-dentures-braces-for-
children's-teeth-dental-augmentation-advantages-nylon-and-problems-flexible-front-or-chaska-
partialdentures-dentist-center-smile-restorative-model-with-pl.jpg).

A protese parcial removivel (PPR) (Figura 5.), por outro lado, ¢ utilizada em casos
de edentulismo parcial, quando existe uma extensao consideravel de espago protético e
na auséncia de dentes posteriores a esse espaco. Vai, portanto, substituir um ou mais
dentes de uma arcada dentaria, mas nio todos. E uma protese que também pretende
restabelecer a fung¢do mastigatoria, a estética, a fonética e preservar os dentes
remanescentes e respetivo periodonto, sem danificar os elementos bioldgicos com os

quais contacta (Assaoka et al., 2012; Fiori, 1993).
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Figura 5. Proteses parciais removiveis (Adaptado de
https://www.beckettridgechiro.com/albums/Partial%20Dentures/denture-partial-dentures-braces-for-
children's-teeth-dental-augmentation-advantages-nylon-and-problems-flexible-front-or-chaska-
partialdentures-dentist-center-smile-restorative-model-with-pl.jpg).

1.2.1.2. Indicac¢des e Contraindicacoes das Proteses Removiveis

Genericamente, e para ambos os tipos de proteses removiveis, ¢ importante ter em
conta as condi¢des bioldgicas orais presentes, as condi¢cdes financeiras do doente, a
formagao profissional do médico-dentista na area para decidir se ¢ indicada a utilizagdo
de Proteses Removiveis. No caso das PPR, existe indicacdo quando o espago protético
possui uma extensdo consideravel, quando sdo varios os espagos protéticos, quando ndo
ha indicagdo para protese fixa, quando queremos a substitui¢do imediata de dentes
perdidos/extraidos e quando pretendemos uma solugdo temporaria e/ou que sirva de guia

para uma reabilitagdo mais complexa (Fiori, 1993; Volpato et al., 2012).

Mais especificamente, temos de ter em conta fatores como a condi¢do, o nimero
e a distribuicao dos dentes pilares, a incidéncia de cérie dentéria, a mobilidade dos dentes
naturais existentes, bem como a condi¢do do osso e do periodonto, a saude geral ¢ a da

articulagdo temporomandibular (ATM) do doente (Fiori, 1993).

Relativamente as contraindicagdes, as proteses removiveis ndo devem ser usadas
por pessoas com problemas motores, ja que estes ndo as vao conseguir inserir e retirar
corretamente, assim como nao vao conseguir efetuar a correta higienizagdo das mesmas.
Do mesmo modo, ndo devem ser usadas por aqueles que possuem habitos de higiene
desapropriados, uma vez que o aparecimento e/ou agravamento de doengas periodontais
e lesdes de carie sera muito provavel, diminuindo o tempo de vida da reabilitagdo

protética (Volpato et al., 2012).
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ApOs uma reabilitagdo protética, ¢ expectavel que a protese removivel seja
utilizada grande parte do dia, tirando apenas para higienizar e durante o sono. Deste modo,
a resina acrilica presente nas proteses ira ter longos periodos de contacto com os tecidos

orais, motivo pelo qual se torna importante abordar a tematica dos biomateriais.

2. Biomateriais

De acordo com o Glossary of Prosthodontic Terms da Academy of Prosthodontics,
podemos definir um biomaterial como qualquer substancia, que ndo sendo um farmaco,
pode ser utilizada, independentemente do periodo de tempo, como parte de um sistema,
no qual o seu objetivo ¢ tratar, aumentar ou substituir um tecido, 6rgao ou fun¢do do

COrpo em que se insere.

2.1. Biomateriais Poliméricos

Na ocorréncia de varias reagdes quimicas, sdo varios os monomeros (moléculas
de baixo peso molecular) que se ligam entre si, dando origem a grandes macromoléculas
chamadas polimeros (de cadeia longa e alto peso molecular) (Anusavice, Shen, & Rawls,

2013).

Antes do século XVIII, o marfim, o osso € a madeira eram alguns dos materiais
usados na confegcdo de proteses dentdrias. Mais tarde, com a introdugdo da borracha
natural na medicina dentdria, iniciou-se uma nova era - a do uso dos polimeros em protese
removivel. Em 1853 foi introduzida a borracha vulcanizada na confecdo das bases
protéticas, e posteriormente a celulose para reproduzir os tecidos adjacentes aos dentes,
entre outros materiais. No entanto, todos eles foram mostrando que possuiam grandes
limita¢des, nomeadamente em termos estéticos e funcionais (Anusavice, Shen, & Rawls,

2013; Francis, Shetty, Shenoy, & Somaraj, 2016; Huebsch & Mooney, 2009).
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Figura 6. Protese em marfim
(http://broughttolife.sciencemuseum.org.uk/
hommedia.ashx?id=11315&size=Large).

Figura 7. Protese em osso.
(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3

/3f/Lower_denture with human_teeth%2C Englan
d%2C_1800-1870_Wellcome L0057248.jpg).

Em 1936 foi introduzido um novo material, o polimetilmetacrilato (PMMA), o
qual polimeriza com o calor. Cerca de quatro anos depois, este material ja era utilizado
em proteses, coroas e inlays. Simultaneamente ¢ introduzido o PMMA autopolimerizavel
- polimerizado a temperatura ambiente — o que permitiu o aparecimento de materiais

restauradores diretos (Anusavice et al., 2013).

O PMMA ¢ um polimero sintético, derivado do mondmero de metilmetacrilato

(MMA) (Figura 8.) (Ali, Karim, & Buang, 2015).

No final dos anos 50, as resinas de PMMA deram lugar as resinas compostas,
melhores em termos de duracdo, que contém bisfenol-glicidilmetacrilato (bis-GMA) e

uretano-dimetilmetacrilato (UDMA) (Anusavice et al., 2013).

<|3H3 H CHs
H,C=C —l—(::—cl:—l—n*
(|:=o H <::=o
C|>CH3 OCH3
MMA Monomer PMMA Polymer

Figura 8. Formulas estruturais do Monémero MMA e do Polimero PMMA (Ali et al., 2015).
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2.2. Resinas Acrilicas

As resinas acrilicas derivadas de PMMA sdo usadas nas mais diversas areas da
Medicina Dentéria (Goiato, Freitas, Dos Santos, De Medeiros, & Sonego, 2015). Estas
resinas, classificadas como polimeros de producdo sintética, apresentam uma grande
variabilidade de aplicacdes devido a sua estabilidade funcional, biocompatibilidade,
manuseamento facil, estética aceitdvel e propriedades térmicas, fisicas e mecanicas

satisfatorias (Camacho, Svidzinki, Furlaneto, Lopes, & Corréa, 2014).

De acordo com Carr & Brown (2011), os requisitos que um material deve possuir

para poder ser usado nas bases das proteses removiveis sao:

v" Boa adaptagdo aos tecidos, com poucas diferencas em termos de

volume;
v" Superficie capaz de manter um bom acabamento, densa e ndo irritante;
v" Condutividade térmica;
v Baixo peso;
v" Facilmente higienizavel,
v Boa estética;
v' Facilidade em realizar ajustes futuros;

v" Baixo custo.

2.2.1. Composicao das Resinas Acrilicas

As resinas acrilicas sdo disponibilizadas na forma de p6 e liquido. O pd contém,
entdo, o polimero, sendo composto por pequenas esferas de PMMA pré-polimerizado e
por perdxido de benzoilo, o qual tem um papel fundamental na reagdo de polimerizagao
por funcionar como iniciador da mesma. Possui também pigmentos na forma de sais de
ferro ou cadmio. O liquido possui, por sua vez, o monoémero, sendo composto por

metilmetacrilato e hidroquinona, a qual vai servir de inibidora de uma possivel
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polimerizacao durante o armazenamento e vai também fazer com que o processo de
polimerizacdo seja mais demorado, representando assim uma vantagem no que diz
respeito ao tempo de trabalho. Possui também dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA),
um agente de ligacao cruzada (Anusavice et al., 2013; Camacho et al., 2014; McCabe &
Walls, 2008).

Usualmente ¢ indicada uma propor¢ao polimero-mondémero de 3:1. Quando
ambos sdo misturados nas proporgdes certas, ¢ formada uma massa que vai obtendo
particularidades caracteristicas de cinco fases diferentes, também conhecidas como “fases

da mistura” (Anusavice et al., 2013; Camacho et al., 2014):

1. Na primeira fase, semelhante a “arecia molhada” e chamada de fase
arenosa, ¢ escassa a interacao molecular (Anusavice et al., 2013);

2. De seguida, quando a solugdo com os monomeros (liquido) dissolve o
polimero (po), origina-se uma massa com textura viscosa, caraterizada
pela formacao de fios durante a sua manipulacao, motivo pelo qual esta
fase se denomina de “pegajosa” (Camacho et al., 2014);

3. Na fase pléstica, a mistura atinge as condic¢des ideais para ser manipulada,
razdo pela qual esta fase ¢ vulgarmente conhecida como fase de trabalho
(Anusavice et al., 2013; Camacho et al., 2014);

4. Na fase borrachdide ocorre a evaporacdo dos mondémeros residuais,

levando ao aparecimento de caracteristicas tipicas da borracha como, por
exemplo, propriedades elasticas (Anusavice et al., 2013);

5. Porultimo, na fase rigida, apds a evaporagdo dos mondmeros se prolongar,
a mistura seca e acaba por endurecer. Nesta fase deixa de ser possivel

deformar o material mecanicamente (Anusavice et al., 2013).

2.2.2. Reac¢ao de Polimerizaciao das Resinas Acrilicas

A reacdo de polimerizagdo (processo de transformacdo de mondmeros em
polimeros) dé-se, entdo, quando o liquido ¢ adicionado ao p6, dissolvendo-o e originando
uma massa plastica. Este processo pode ser ativado de forma quimica ou através do calor

ou da luz (McCabe & Walls, 2008; Powers & Wataha, 2008).
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A polimerizagdo pode dar-se por reacdes de adicdo ou por reagdes de

condensagdo. As resinas acrilicas polimerizam por adi¢ao (Figura 9.) (Anusavice et al.,

2013; McCabe & Walls, 2008).

R* + M — R — M*
R-M*+M—R-M-M*
R-M-M*+M—R-M-M-M* etc.

Figura 9. Reacdo de polimerizagdo por adigdo; R* - espécie reativa;
M — monémero (McCabe & Walls, 2008).

Uma reacdo de adicdo consiste basicamente em juntar duas moléculas de forma a

originar uma terceira molécula, maior. Nestas reagdes sao adicionadas espécies reativas

aos monomeros, de forma a originar uma espécie reativa maior ¢ também capaz de se

ligar a outros mondmeros. Estas espécies reativas podem ser compostos idnicos ou

radicais livres, sendo estes ultimos os mais usados no caso dos polimeros dentarios

(McCabe & Walls, 2008).

As reagdes de polimerizagdo por adicdo podem dividir-se em quatro fases:

ativacdo, iniciagdo, propagacao e terminacao (McCabe & Walls, 2008).

1.

Ativacdo: consiste na decomposi¢do do peroxido de benzoilo (iniciador)
através de ativagdo quimica ou com recurso a calor ou radiagdo, formando

um ou dois radicais livres (Camacho et al., 2014; McCabe & Walls, 2008).

Iniciacdo: quando o radical, originado na ativagdo, reage com o
monomero, inicia-se a reacdo de polimerizagdo, originando-se novas e

maiores espécies reativas (Camacho et al., 2014; McCabe & Walls, 2008).

Propagacdo: os novos radicais livres, formados na iniciagdo, continuam a
reagir com monomeros. Cada reagdo da origem a uma nova espécie reativa
cada vez maior, a qual reage novamente com monOmeros € assim
sucessivamente. Neste processo, a cadeia vai crescendo em tamanho e
peso molecular. Teoricamente, estas reacdes em cadeia continuam até que
todos os mondmeros tenham sido transformados em polimero (Anusavice

et al., 2013; Camacho et al., 2014; McCabe & Walls, 2008).

Terminacdo: nesta fase ddo-se reagdes idénticas as que ocorrem na

propagac¢do. No entanto, originam cadeias de polimeros mortas que nao
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estdo aptas a juntar-se novamente com mondmeros. A terminagao pode
também ocorrer quando uma cadeia em crescimento se junta a solventes,

impurezas ou moléculas da iniciagdo (McCabe & Walls, 2008).

2.2.3. Tipos de Polimerizacao das Resinas Acrilicas

De acordo com a especificacdo da International Organization for Standardization
(ISO) n° 1567, podemos classificar as resinas acrilicas tendo como base os seus tipos de

polimerizagao. Assim:

Tabela 1. Classificagdes das resinas acrilicas com base no seu método de polimerizacdo (adaptada de
McCabe & Walls, 2008).

Tipo Classe Descrigdo
1 1 Polimerizagdo térmica, p6 e liquido
1 2 Polimerizagdo térmica, “plastic cake”
2 1 Polimerizagdo quimica (auto-polimerizagdo), po e liquido
5 1 Polimerizagao quimica (auto-polimerizacao), po e liquido para
derramar
3 - Polimeros termoplasticos
4 - Polimerizagao ativada por luz
5 - Polimerizagao com recurso a microondas

Na area da Medicina Dentaria, as resinas acrilicas mais utilizadas na confecao de
bases protéticas sao as de polimerizacdo térmica e as de polimeriza¢do quimica (tipos 1 e

2, respetivamente) (McCabe & Walls, 2008).
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2.2.3.1. Polimerizacio térmica

No caso da polimerizagdo térmica, tal como o nome indica, vai ser o calor o
responsavel pela ativacao do peroxido de benzoilo, decompondo esta molécula apds os
60°C de temperatura ¢ dando origem aos radicais livres, os quais vao, posteriormente,
reagir com os monomeros de modo a iniciar a formagdo ¢ o aumento da cadeia de
polimeros. A fonte de calor serd a energia de micro-ondas ou a submersao da mufla em
agua aquecida. Tradicionalmente, para que a polimerizagdo ocorra, deixa-se a mufla que
contém o material num banho de 4gua com temperatura constante (74°C) e por um periodo
de 8 horas. Existe também o ciclo rapido de polimerizacao, no qual se coloca o material
em agua a temperatura ambiente passando a temperatura, de seguida, para os 74°C e
aguardando 90 minutos. Passado este periodo de tempo, a temperatura volta a ser
aumentada, desta vez para os 100°C e por um periodo de 60 minutos. De seguida ¢ feito
o arrefecimento, o qual dura 30 minutos e ¢ feito em agua a temperatura ambiente. No
final da reagdo de polimerizacdo, podemos verificar que, no material, cerca de 0,2 a 0,5%

sao monomeros residuais (Anusavice et al., 2013; Camacho et al., 2014).

Comparando ambos os ciclos, tradicional e rédpido, concluiu-se que os ciclos de
polimerizacdo tradicionais proporcionam um resultado final melhor, uma vez que a
utilizagdo de temperaturas mais baixas e constantes, por um maior periodo de tempo, faz
com que se evite a ebulicdo dos mondémeros levando a formagdo de uma resina acrilica
com menos distor¢des e porosidades. Deste modo, podemos obter uma melhor adaptagao

das bases das proteses removiveis (Marquezini & Bombonatti, 1986).

As resinas de polimerizacdo térmica apresentam diversas vantagens,
nomeadamente a nivel de custo, estética, possibilidade de efetuar reparagdes, estabilidade

dimensional, resisténcia, biocompatibilidade, entre outros (Camacho et al., 2014).

Relativamente a energia de micro-ondas como fonte de calor para a polimerizacao
térmica, podemos dizer que se trata de um procedimento mais rapido, realizado com
recurso a uma mufla de material ndo metéalico. No entanto, existe maior probabilidade de
0 aquecimento ser excessivo, levando ao aparecimento de porosidades resultantes da

ebulicdo dos monoémeros (Anusavice et al., 2013).
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2.2.3.2. Polimerizac¢do quimica

Nas resinas de polimeriza¢ao quimica, a frio ou autopolimerizaveis, a temperatura
ambiente ¢ suficiente para que a polimerizacao ocorra. Estas resinas possuem uma amina
terciaria no mondmero, a qual vai funcionar como ativador do peroxido de benzoilo,
decompondo esta molécula e originando radicais livres, os quais se vao ligar a novos
monomeros ¢ dar origem a formagdo e crescimento da cadeia de polimeros, de forma
semelhante ao que ocorre nas resinas de polimerizagao térmica (Lamb, Ellis, & Priestley,

1983).

Assim, a principal diferenga entre as resinas de polimerizagdo térmica e quimica
¢ 0 mecanismo que vai originar a decomposi¢ao do perdxido de benzoilo e a consequente

formagao dos radicais livres (Anusavice et al., 2013).

No final da reagdo de polimerizacdo destas resinas, podemos contar com a
presenga de monomeros livres numa percentagem de 3 a 5%, sendo esta uma quantidade
superior a apresentada pelas resinas de polimerizagdo térmica (Camacho et al., 2014;

Vallittu, Miettinen, & Alakuijala, 1995).

As resinas autopolimerizaveis apresentam determinadas caracteristicas,
nomeadamente um curto tempo de trabalho, um elevado risco de distor¢des da protese,
propriedades mecanicas inferiores € uma maior libertacdo de mondmeros residuais. Estas
caracteristicas tornam estas resinas indicadas apenas para consertos e/ou rebasamentos de

proteses removiveis (McCabe & Walls, 2008).

2.2.4. Monomero residual

As substancias que ndo estdo integradas na cadeia de polimeros e que podem,
posteriormente, libertar-se, denominam-se monomeros residuais. Estes podem ser

responsaveis pela ocorréncia de reagdes adversas locais (Gautam et al., 2012).

Como j& tinha sido referido anteriormente, teoricamente, as reagdes de
polimerizacdo em cadeia apenas terminam quando todos os mondmeros livres sdo

consumidos (Anusavice et al., 2013). No entanto, a teoria ndo corresponde ao que se
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observa na pratica, sendo que nem todos os mondémeros sao convertidos em polimero e,

por isso, existem sempre mondmeros residuais ndo polimerizados (Danesh et al., 2012).

Entre os fatores que influenciam a quantidade de mondémeros residuais temos
como exemplo o método, o tempo e a temperatura de polimerizacdo, a propor¢ao po-
liquido durante a manipulagdo e o armazenamento da prétese em agua antes da entrega

ao doente (Rashid, Sheikh, & Vohra, 2015).

Os monomeros residuais vao influenciar negativamente as caracteristicas fisicas
e mecanicas das resinas acrilicas, além de que sdo causadores de reacdes alérgicas na pele
e nas mucosas (Ayaz, Durkan, Koroglu, & Bagis, 2014). Deste modo, e numa tentativa
de prevenir estas ocorréncias, foi criada a norma ISO 20795-1:2013, na qual se
estabeleceram os limites aceitaveis relativamente a concentragdo de monomeros residuais
presentes nas resinas acrilicas. Esta norma indica, entdo, que 2,2% corresponde ao limite
maximo aceitavel no caso das resinas de polimerizacao térmica e 4,5% no que diz respeito

as resinas de polimerizagao quimica.

Mesmo que a reagdo de polimerizagdo seja realizada nas condigdes laboratoriais
ideais, existe sempre uma pequena quantidade de MMA que ndo chega a ser polimerizado
(cerca de 0,2%). A maioria ¢ libertada nas primeiras 12 horas (Crissey, 1965). Deste
modo, independentemente das condi¢des em que a polimerizagdo ocorre, € inevitavel a
presenca de mondmeros residuais nas resinas acrilicas das bases das proteses removiveis

(Rashid et al., 2015).

Apesar de ser inevitavel, existem medidas que podem diminuir a quantidade de
monomero residual libertada, nomeadamente evitar resinas de polimerizagdo quimica em
proteses removiveis, deixar a rea¢do de polimerizagao decorrer por um maior periodo de
tempo e colocar as proteses novas em agua durante 24 horas, antes da entrega ao doente

(Rashid et al., 2015).

2.2.5. Reacoes Adversas

Quando a saliva entra em contacto com a resina acrilica, promove um aumento do
espaco existente entre as diversas cadeias de polimeros, uma vez que as moléculas de

agua facilmente penetram nessas mesmas cadeias. Assim, da-se a difusdo molecular dos
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compostos nao polimerizados e a libertacdo de mondmeros residuais fica facilitada, os
quais sdo conhecidos por serem agentes irritantes causadores de efeitos indesejaveis,
nomeadamente respostas alérgicas por parte da mucosa oral como, por exemplo, uma
estomatite por contacto. Estes efeitos tém sido abundantemente documentados na

literatura (Bettencourt et al., 2010; Koutis & Freeman, 2001; Rashid et al., 2015).

Os efeitos mais reportados pelos doentes t€ém sido dor na boca e sensacgao de ardor.
Esta ultima pode ser encontrada ndo s6 na mucosa oral, mas também no palato, lingua e

na orofaringe (Rashid et al., 2015; Van Joost, Van Ulsen, & Van Loon, 1988).

Para além das reagdes adversas causadas pelo contacto das mucosas orais com
proteses removiveis, também a ingestdo e a inalacdo de mondmeros de MMA pode ser
prejudicial. A ingestdo pode afetar o trato gastrointestinal e a inalag¢do, que pode ocorrer
durante a manipulagao, é responsavel por uma possivel irritacdo dos tecidos pulmonares

bem como do sistema nervoso central (Rashid et al., 2015).

A pele € outro 6rgdo que pode ser afetado durante a manipulagdo deste material.
Deste modo, também os estudantes, protésicos e médicos podem sofrer reagdes adversas

causadas pelo monémero de MMA (Rashid et al., 2015).

Tendo em conta os efeitos que os monodmeros, os aditivos e outros produtos da
polimerizacao podem causar, a existéncia ou nao de toxicidade por parte destes materiais
tem sido questionada e tem sido alvo de investigagcdo (Durner, Wellner, Hickel, & Reichl,

2012; Emmler et al., 2008).

3. Testes de Biocompatibilidade

Um material ¢ considerado biocompativel quando, de acordo com o Glossary of
Prosthodontic Terms da Academy of Prosthodontics, ¢ capaz de permanecer em harmonia
com o ambiente biologico adjacente. No entanto, o risco de reagdes adversas estd presente
em todos os biomateriais usados na area da Medicina Dentéria, motivo pelo qual se torna
necessario submete-los a testes de biocompatibilidade. Com isto pretende-se proteger

médicos, assistentes, protésicos e doentes (Anusavice et al., 2013).
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Esses testes podem ser realizados em varias espécies de animais — in vivo — ou em
ambiente laboratorial controlado, com recurso, por exemplo, a células — in vitro. Por
questdes éticas, os testes in vitro sao cada vez mais utilizados e, apesar de ndo preverem
com precisdo o que acontece posteriormente in vivo, eles mostram-nos alguns dos efeitos
provocados pelos materiais € isso indica-nos a eventual necessidade de melhorar os
materiais de modo a evitar os efeitos indesejaveis (Cruz, Barbosa, & Pinto, 2004;

Neunzehn, Liittenberg, & Wiesmann, 2012).

A ISO aconselha a utilizacdo de mais do que um teste in vitro para o estudo da

biocompatibilidade.

3.1. Teste de Redu¢ao do MTT

Em 1983 Mosmann descreveu o método colorimétrico associado ao brometo 3-
[4,5-dimetil-tiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazélio (MTT), sendo este um dos mais utilizados
na determinacao da viabilidade celular, uma vez que os seus resultados estdo diretamente
relacionados com a quantidade de células vivas (Kedjarune, Charoenworaluk, &

Koontongkaew, 1999; Mosmann, 1983).

Este teste tem por base a redu¢ao, catalisada pela succinato desidrogenase presente
nas mitocondrias das células, dos sais amarelos de tetrazolio (Figura 10.). Esta reducao
vai originar cristais roxos de formazan, os quais sdo posteriormente dissolvidos em
solventes adequados para que a absorvancia das solucdes possa ser lida por
espectrofotometria (Branco de Andrade, 2007; Goiato, Freitas, Dos Santos, et al., 2015;

Langdon, 2004).

N-N
N - N___-S
N T >—CH,
N—/ N—¢
CH; CH,
(A) (B)

Figura 10. Redugdo do MTT (A) a formazan (B) (Sittampalam et al., 2018).
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O teste do MTT apresenta diversas vantagens, nomeadamente a facil
implementa¢do e a reprodutibilidade, independentemente do tipo de células utilizado,
tornando favoravel as variaveis custo-beneficio. No entanto, € um ensaio in vitro € nio
mostra a citotoxicidade de um material nas condi¢des de uso clinico, isto €, ndo tem em

conta as agoOes protetoras da saliva e das camadas de queratina e mucina presentes na

mucosa oral (Goiato, Freitas, Dos Santos, et al., 2015).

3.2. Teste de Cristal Violeta

O teste de cristal violeta constitui um outro ensaio usado para avaliar a
citotoxicidade, sendo, tal como o teste do MTT, de facil aplicagdo e grande

reprodutibilidade (Chiba, Kawakami, & Tohyama, 1998).

O cristal violeta consiste, entdo, num corante que vai atravessar a membrana das
células, ligando-se as proteinas ¢ a0 DNA das mesmas e dando-lhes uma cor roxa. As
células ndo viaveis perdem a sua aderéncia ao pléastico dos pocos onde estdo a crescer,
acabando por se perderem durante as lavagens a estdo sujeitas. Esta coloracdo das células
vidveis que se mantém aderentes permite que, posteriormente, seja feita uma medig¢do

colorimétrica da viabilidade celular (Feoktistova, Geserick, & Leverkus, 2016; Ishiyama
et al., 1996).

Control Stimulus

Cultura de células inicial

Expor as células ao agente toxico
Adicionar Cristal Violeta

Lavar quatro vezes com agua destilada

Dissolver em solugéo de etanol com acido acético

Ler os valores de absorvancia a 595nm

Realizar analise estatistica

(% crystal violet OD)

Control Stimulus
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Figura 11. Esquema simplificado do ensaio do Cristal Violeta (adaptado de Feoktistova et al., 2016).
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Este ensaio, apesar de ter as vantagens ja referidas, apresenta também a
desvantagem de ser pouco especifico, uma vez que apenas quantifica as células mortas
em funcdo da capacidade funcional da membrana celular, motivo pelo qual € aconselhada
a sua utilizagdo quando integrado num conjunto de varios e diferentes ensaios de
citotoxicidade. Deste modo, pode ser utilizado em conjunto com o vermelho neutro e o

MTT (Chiba et al., 1998).

4. Linha Celular

As células 3T3, originarias de fibroblastos embriondrios de murganho, sdo
comummente utilizadas em ensaios de biocompatibilidade in vitro. George Todaro e
Howard Green, do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade
de Nova lorque, foram os primeiros a isolar e cultivar essa linha celular, em 1962. Devido
ao protocolo inicial foram denominadas de 3T3, o que significa “transferéncia de 3 dias,
indculo 3x10°”. Esta linha celular de fibroblastos tornou-se, desde entio, uma linha
padrao, sendo muito usada em estudos de citotoxicidade e que envolvem transfeccao de

DNA (Dastagir et al., 2014).

Num pais em que, segundo o Barémetro da Satde Oral da Ordem dos Médicos
Dentistas (OMD) de 2017, cerca de 35,8% dos habitantes com edentulismo sdo portadores
de protese dentdria e dadas as reacdes adversas, que tém sido amplamente descritas na
literatura, causadas pelo contacto das préteses removiveis com os tecidos orais, torna-se
importante o estudo dos seus constituintes, nomeadamente da resina acrilica, de modo a

poder aferir se estamos na presenga de um biomaterial citotoxico ou nao.
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1. OBJETIVOS E HIPOTESE EM ESTUDO

1. Objetivos

1. Avaliar, através de um estudo in vitro, o nivel de toxicidade celular da resina

ProBase® Hot;

2. Awvaliar, através de um estudo in vitro, o nivel de toxicidade celular da resina

ProBase® Cold;

3. Comparar os resultados obtidos em ambas as resinas, de modo a compreender se

o tipo de polimerizagao influencia a citotoxicidade de ambas as resinas.

2. Hipétese em Estudo

o Ho: Nao existem diferencas de citotoxicidade entre as resinas acrilicas ProBase®

Hot e ProBase® Cold;

o Hu: Existem diferengas de citotoxicidade entre as resinas acrilicas ProBase® Hot

e ProBase® Cold.
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II. MATERIAIS E METODOS

1. Materiais

1.1. Resinas

Para a execucdo desta investigagcdo, as seguintes resinas acrilicas, da Ivoclar

Vivadent AG, foram estudadas:

1. ProBase® Hot — resina acrilica de polimerizacdo térmica

(termopolimerizavel);
o Composi¢ao:

= Po6: PMMA, agente de amolecimento, peroxido de benzoilo,

catalisadores e pigmentos.
* Liquido: MMA, dimetacrilato (agente de ligacdo) e catalisadores.

2. ProBase® Cold — resina acrilica de polimerizagdio quimica

(autopolimerizavel).
o Composi¢ao:

= P6: PMMA, agente de amolecimento, peroxido de benzoilo,

catalisadores e pigmentos.

= Liquido: MMA, dimetacrilato e catalisadores.

1.2. Linha Celular

Ao longo deste trabalho foram usadas células NIH/3T3 (93061524, Sigma)
(Figura 12.) de uma linha celular derivada de fibroblastos embrionarios de murganho

(NIH swiss mouse embryo).
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Figura 12. Células NIH/3T3 observadas ao microscopio otico.

1.3. Reagentes

Para a execugdo desta investigagdo, foram utilizados os seguintes reagentes:

Tabela 2. Reagentes utilizados ao longo da investigagdo.

Reagente Origem Referéncia
Acido acético; 99,9% VWR 20105.292
Bovine Calf Serum (BCS) Sigma 12133C
Cristal Violeta Sigma C3886
Dimetilsulféxido (DMSO); 99,7% Sigma D2650
Dimetilsulféxido (DMSO); 99,5% Sigma D5879
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Sigma D5796
Etanol; 99,9% Carlo Erba 4146052
Gentamicina 50mg/ml Sigma G1397
Metanol; 99,8% VWR 20847.320
Phosphate Buffered Salligi (tampao fosfato, PBS) S D1408
Solugao de anfoterizina B 250 ul/ml (Fungizona) Sigma A2942
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Solugdo de piruvato de sédio 100mM (PNA) Sigma S8636

Solucao de Tripan Blue (0,4%) Sigma T8154

Solugdo de penicilina-streptomicina (10000 U/ml
Penicilina, 10 mg/ml Streptomicina) (Pen/Strep)

Solu¢do de Tripsina-EDTA 10x Sigma T4174

Sigma P4333

Todos os reagentes utilizados para a cultura de células foram adquiridos e

utilizados estéreis.

1.4. Equipamentos de laboratorio de cultura de células

Para a execu¢do desta investigacdo, foram utilizados os seguintes equipamentos

de laboratorio:

Tabela 3. Equipamentos laboratoriais utilizados ao longo da investigagao.

Marca e Modelo do Equipamento Origem

Banho Maria e Circulador Grant Sub 14 i} (AT, Lo

Unido
Camara de fluxo laminar Mars Safety Class 2 LaboGene, Dinamarca
Camara de Neubauer 8100104 Hirschmann, Alemanha
Centrifugadora Sigma 3-16PK Sigma, Reino Unido
Giroscopio Stuart Scientific Gyro Rocker STR9 Sigma, Reino Unido
Incubadora Panasonic MCO-18AC-PE Panasonic, Japao
Leitor de microplacas Bio-Rad modelo 680 Bio-Rad, California
Microscépio 6tico Axiovert 25 Zeiss, EUA
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Foram ainda utilizados diversos materiais imprescindiveis ao trabalho
laboratorial, nomeadamente, micropipetas, pipetas, tubos eppendorfs, tubos falcons,
pontas, lamelas, placas de 96 pogos, frascos de cultura de 25 cm? (T25) e 75 cm? (T75) e

agua destilada autoclavada.

2. Métodos

Todo o trabalho laboratorial foi realizado em camara de fluxo laminar Mars Safety

Class 2 (LaboGene, Dinamarca), respeitando sempre as condi¢des de assepsia.

2.1. Preparacao dos extratos das resinas

As resinas acrilicas ProBase® Hot e ProBase® Cold foram adquiridas ao
fornecedor e recebidas novas, em embalagens seladas. De seguida foram, sempre de
acordo com as normas indicadas pelo fornecedor, manipuladas, polimerizadas e polidas

em forma cilindrica com didmetro de Smm e altura de 2mm.

Em cada um dos diversos ensaios, foram colocadas 4 pecas cilindricas (discos) da
mesma resina em falcons com 7mL de DMEM (Figura 13.) e incubados a 37°C e 5% de
CO, (Incubadora Panasonic MCO-18AC-PE, - ——1

o

Panasonic, Japao), pelo periodo de tempo a que
correspondia o ensaio a ser realizado (30 minutos,
24 horas, 7 dias, 14 dias ou 1 més). Com isto
pretendia-se simular o que acontece quando as
proteses removiveis estdo em contacto com a
cavidade oral, nomeadamente a libertacao dos
mondmeros residuais e outros constituintes que

possam originar reacdes adversas.

Figura 13. Falcons com 7ml de meio e 4
discos de resina.
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2.2. Cultura de células

As células utilizadas ao longo da investigacdo, 3T3, encontravam-se inicialmente
congeladas em azoto liquido, a -140°C, em 10% de DMSO. Para o seu descongelamento

foram seguidos os seguintes passos:

1. Retirar as células do azoto liquido e colocar num banho a 37°C;

2. Colocar cerca de 4mL de meio de cultura num tubo de centrifuga,
juntamente com as células ja descongeladas;

Centrifugar durante 5 minutos e a 1000 rota¢des por minuto (rpm);
Descartar os sobrenadantes dos tubos de centrifuga;

Ressuspender o pellet com um pouco de meio ¢ homogeneizar bem;

A O

Transferir para um frasco de cultura T75 juntamente com mais meio de
cultura, de modo a perfazer 12mL.

7. Incubar a 37°C e 5% de COa.

O meio de cultura utilizado foi o DMEM com glutamina (Sigma, Reino Unido),

ao qual foi acrescentado 10% de BCS, 1% de Pen/Strep, 1% de PNA e 1% de Fungizona.

As células foram mantidas em cultura em meio DMEM e incubadas (Incubadora
Panasonic MCO-18AC-PE, Panasonic, Japao) a 37°C e 5% de CO> até atingirem uma
confluéncia situada entre os 80 e os 90%, altura em que foram submetidas a passagens

para subculturas.

2.2.1. Subculturas

Quando a confluéncia das células em cultura atingia os 80/90%, eram seguidos os

seguintes passos, de modo a iniciar subculturas:

1. Aspirar o meio e descartar;
2. Lavar a cultura de células com PBS 1x, aspirar e descartar;
3. Adicionar tripsina 1x, incubar a 37°C e aguardar cerca de 10 minutos até

ao destacamento das células aderidas;
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4. Adicionar meio de cultura (o triplo do volume de tripsina usado), de modo
a parar a tripsinizagao;

5. Colocar a suspensao em tubos de centrifuga;

6. Centrifugar durante 5 minutos, a 900rpm (ou seja, 130G);

7. Descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet em SmL de meio de
cultura;

8. Colocar em novo frasco de cultura e adicionar meio;

9. Incubar a 37°C e 5% de COs.

Figura 14. Frasco de cultura T25, apos passagem para nova subcultura.

2.2.2. Subculturas em placas de 96 pocos

Nas vésperas de realizar ensaios, as células foram plaqueadas em placas de 96
pocos, sendo que cada um dos pogos se colocava aproximadamente 4x10° de células, caso
o ensaio a realizar fosse o Cristal Violeta, ou 2x10* para o ensaio de MTT. Estes valores
foram decididos ap6s realizacdo de ensaios de otimizagdo para escolha do niimero de
células por pogo a utilizar. Para a subcultura de células em placas de 96 pogos foram

seguidos os seguintes passos:

1. Aspirar o meio de um frasco de cultura onde as células estavam a proliferar
e descartar;

2. Lavar a cultura de células com PBS 1x, aspirar e descartar;

3. Adicionar tripsina 1x, incubar a 37°C e aguardar cerca de 10 minutos até
ao destacamento das células aderidas;

4. Adicionar meio de cultura (o triplo do volume de tripsina usado), de modo
a parar a tripsinizacao;

5. Colocar a suspensao em tubos de centrifuga;

6. Centrifugar durante 5 minutos, a 900rpm e 130G;
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7. Verter o sobrenadante e ressuspender o pellet em SmL de meio de cultura;

8. Retirar 20 pl do meio de cultura com o pellet e juntar a 80 pl de solucao
de TripanBlue. Homogeneizar bem;

9. Preparar a camara de Neubauer com a lamela e adicionar 10 pl da solugdo
obtida no ponto 8.;

10. Fazer a contagem do numero de células, com recurso ao microscopio 6tico
invertido, e realizar os calculos necessarios, de modo a calcular a
quantidade exata, em mL, de meio de cultura com células a adicionar a
meio de cultura novo e homogeneizar bem;

11. Adicionar 200ul do meio com células obtido no ponto 10 em cada poco.

Figura 15. Placa de 96 pogos cultivada com 4x103 de células e 200u] de meio de cultura em cada pogo.

2.3. Determinacao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada com recurso ao teste do cristal violeta e ao

teste de redugdo do MTT, explicados anteriormente.

2.3.1. Teste de Reducio do MTT

Tal como foi referido anteriormente, foram incubados 4 discos de cada uma das
resinas, os quais ficaram a eluir em 7mL de meio DMEM por diferentes periodos de
tempo (30 minutos, 24 horas, 7 dias, 14 dias e 1 més) a 37°C e 5% de CO> (Incubadora
Panasonic MCO-18AC-PE, Panasonic, Japao). As células foram mantidas em cultura e

sofreram passagens, dando origem a novas subculturas, sempre que atingiam uma
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confluéncia situada entre os 80% e os 90%. Todos os ensaios para determinagdo da

viabilidade celular foram realizados com células que se encontravam entre a 6* ¢ a 10*

passagem apds descongelacao.

Para a realiza¢do do teste de reducdo do MTT foi, entdo, seguido o seguinte

protocolo:
e 1°dia:

1. Semear 2x10* de células 3T3 em 200ul de meio suplementado, em cada
um dos pogos necessarios para o ensaio (ver 2.2.2. Subculturas em placas
de 96 pogos);

2. Incubar a 37°C e 5% de CO; durante 24h, de modo a permitir a adesdo das
células a placa de cultura;

o 2°dia:
1. Substituir o meio pelos extratos obtidos, nas diferentes condigdes a testar;
2. Incubar a 37°C e 5% de COz durante 24h;

e 3°dia:

1. Lavar cada um dos pocos com 100ul de meio simples (ndo suplementado)
ou PBS, com o objetivo de retirar o agente em teste;

2. Adicionar 200ul de solugdo de MTT 0,5mg/ml dissolvido em meio de
cultura;

3. Incubar a 37°C e 5% de CO: durante 2h;

4. Retirar a solugdo de MTT e lavar os pocos cuidadosamente com 4 gotas
de PBS 1x. Retirar a solucao de PBS e remover todo o liquido por inversao
da placa em papel, de modo a que este o absorva;

5. Tendo os pocos bem secos, adicionar 200ul de DMSO a cada um dos
pocos e solubilizar bem, pipetando os cristais de MTT que foram formados
durante o periodo de incubagao;

6. Ler a absorvancia de cada um dos pogos, com recurso a um leitor de

microplacas modelo 680 (Bio-Rad, Califérnia), com o comprimento de

onda de 595nm.

44



MATERIAIS E METODOS

2.3.2. Teste do Cristal Violeta

Tal como descrito para o teste de redu¢cdo do MTT, foram incubados 4 discos de

cada uma das resinas, os quais ficaram a eluir em 7mL de meio DMEM por diferentes

periodos de tempo (30 minutos, 24 horas, 7 dias e 14 dias) a 37°C e 5% de CO

(Incubadora Panasonic MCO-18AC-PE, Panasonic, Japao). As células sofreram

passagens, dando origem a novas subculturas, sempre que atingiam uma confluéncia

situada entre os 80% e 0s 90%. Todos os ensaios para determinagao da viabilidade celular

foram realizados quando a cultura de células se encontrava entre a 6* e a 10® passagem

apos descongelagao.

Para a realizagdo do teste do Cristal Violeta foi, entdo, seguido o seguinte

protocolo:
e 1°dia:

1. Semear 4x10° de células 3T3 em 200ul de meio suplementado, em cada
um dos pogos necessarios para o ensaio, tal como foi descrito no ponto
2.2.2. Subculturas em placas de 96 pogos;

2. Incubar a 37°C e 5% de CO: durante 24h;

o 2°dia:
1. Substituir o meio pelos extratos a testar;
2. Incubar a 37°C e 5% de COz durante 24h;
e 3°dia:

1. Lavar cada um dos pocos com algumas gotas de PBS 1x, com o objetivo
de retirar o material em teste e as células ndo aderentes;

2. Fixar as células aderentes com 100pul, em cada um dos pogos, de etanol
gelado a 96%, por um periodo de tempo de 10 minutos;

3. Adicionar 100ul, em cada um dos pogos, da solugdo de Cristal Violeta a
0,1% em 10% de etanol e incubar a temperatura ambiente, durante 10
minutos;

4. Lavar os pogos com 200ul de agua destilada, com o objetivo de retirar o
corante que ficou fora das células. Repetir este processo 4 vezes;

5. Ressuspender as células aderentes e respetivo corante em 200ul de solugao

de etanol a 96% com acido acético a 1%;
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6. Colocar a placa a agitar pelo periodo de 30 minutos e a temperatura
ambiente;

7. Ler a absorvancia de cada um dos pog¢os, com recurso a um leitor de
microplacas modelo 680 (Bio-Rad, Califérnia), com o comprimento de

onda de 595nm.

A. Ensaio I: OTIMIZACAO DO NUMERO DE CELULAS

Ao longo da placa de 96 pogos foram cultivadas diferentes concentragdes de

células, sendo que cada duas colunas levou uma concentragao distinta.

Na placa para otimizagdo do nimero de células a utilizar para o ensaio do Cristal
Violeta foram cultivadas as seguintes concentragdes células: 1x103, 2x10%, 3x10°, 4x10°,
5x10°. Relativamente ao ensaio do MTT, as concentragdes utilizadas para a otimizagio

foram: 4x10°, 6x10°, 8x10°, 1x10%, 2x10*.

Ambas as placas foram incubadas a 37°C ¢ 5% de CO2 por um periodo de 24
horas. Apds este periodo de tempo, o meio de cultura foi substituido por meio de cultura
novo, tendo as placas voltado para a incubadora por mais 24 horas. Cada concentragao de

células foi testada duas vezes, sendo que, de cada uma das vezes, com 8 réplicas.

Figura 16. Placa de 96 pocos utilizada na otimizagdo do numero de células para o ensaio do Cristal Violeta.
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B. Ensaio II: ESCOLHA DO CONTROLO DE MORTE CELULAR

Uma vez que o objetivo desta investigagdo passa por identificar uma possivel
citotoxicidade por parte de duas resinas acrilicas, diversos agentes com citotoxicidade
conhecida foram postos em contacto com as células em cultura. Deste modo, foram
usados: Metanol 2,5%, Metanol 5%, Etanol 1,75%, Etanol 3,5%, DMSO 2,5%, DMSO
5% e Triton x 100 2,45%.

As placas foram entio cultivadas com 4x10° de células em 200ul de meio de
cultura e incubadas a 37°C e 5% de CO; durante 24 horas. Passadas as 24 horas, o meio
foi retirado e substituido por novo meio, ao qual foi adicionado o agente toxico nas
concentragdes descritas anteriormente. Feito isto, a placa foi novamente incubada por 24

horas, a 37°C e 5% de COa.

Para cada composto toxico e respetiva concentra¢do foram realizadas 8 réplicas,

dentro do mesmo ensaio.

No final foi realizada um ensaio de Cristal Violeta, de modo a escolher o composto

mais conveniente para ser usado como controlo de morte celular.

Figura 17. Placa de 96 pogos utilizada na escolha do controlo de morte celular.

47



Efeito citotoxico de duas resinas utilizadas em protese removivel: ProBase ® Hot VS ProBase® Cold — Um estudo in
Vitro

C. Ensaio III: EXTRATOS DE RESINAS ACRILICAS EM CONTACTO COM
4x10° CELULAS — TESTE DO CRISTAL VIOLETA

Previamente, quatro discos de cada uma das resinas foram colocados falcons,
juntamente com 7mL de meio de cultura e incubados a 37°C e 5% de CO-, pelo periodo
de tempo a que correspondia o ensaio a ser realizado (30 minutos, 24 horas, 7 dias ou 14
dias). Com estas incubacdes preparamos extratos com diferentes tempos de incubagao e,

consequentemente, com diferentes quantidades de mondmeros eluidos.

Em cada um dos 96 pogos das placas foi cultivado 4x10° células, em 200ul de

meio de cultura. De seguida, as placas foram incubadas a 37°C e 5% de CO, pelo periodo

de 24 horas.

Passadas as 24 horas de incubagao, foi removido o meio e adicionado o meio que

esteve em contacto com as resinas durante os diversos periodos de tempo. Este meio foi

.. ) e ) 1 111 o g, )
adicionado em cinco dilui¢des diferentes (E 150705 € Nao diluido). Para cada resina foram

testados os 4 periodos de tempo e para cada um deles foram testadas as 5 dilui¢des, sendo

que para cada diluicao foi usada uma coluna (8 pogos).

Para controlo de viabilidade celular foi usada uma coluna que levou sempre 200l
de meio ndo exposto (DMEM suplementado) e para controlo de morte celular foi usada

uma coluna que levou 190ul de meio nao exposto juntamente com 10ul de DMSO puro.

As placas foram novamente incubadas a 37°C e 5% de COa, pelo periodo de 24

horas.

Tendo terminado o novo periodo de 24 horas, foi seguido o protocolo para o 3°

dia do ensaio do Cristal Violeta, descrito anteriormente.
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D. Ensaio IV: EXTRATOS DE RESINAS ACRILICAS EM CONTACTO COM
2x10* CELULAS - TESTE DE REDUCAO DO MTT

Este ensaio foi realizado de forma similar ao Ensaio III, acrescentando-se apenas
extratos com 1 més de incubagdo, de modo a verificar se daria origem a diferengas
significativas. O nimero de células cultivado por pogo foi de 2x10* células. As dilui¢des

utilizadas para os extratos incubados por diferentes periodos de tempo foram semelhantes.

No 3° dia do ensaio, o protocolo seguido foi o do teste de redugcdo do MTT, ja

descrito.

Foram realizadas 3 repetigdes independentes deste ensaio para cada

resina/tempo/dilui¢ao, com 8 réplicas em cada um dos parametros.
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4x10° ou 2x10* células, em
200l de meio de cultura

Célulasndo ~ ProBase® . ProBase® . DMSO
expostas Hot Cold v

utos, 24 horas,
14 dias ou 1 més

11 11
4’2’1 16’84’
v" Lavar com PBS 1x;
v Colocar 100pl de etanol gelado a 96% por 10 minutos;
v Adicionar 100ul da solugdo de Cristal Violeta por 10
minutos;
v Lavar com 200ul de agua destilada, 4 vezes;
v Dissolver células em 200ul de solugdo de etanol a 96%
com acido acético a 1%,;
v Colocar a placa a agitar por 30 minutos, a temperatura
ambiente.
v Lavar com 100ul de meio simples ou PBS;
v Adicionar 200pl da solu¢do de MTT e incubar por 2
horas;
v Retirar a solu¢do de MTT e lavar os pogos com 4 gotas
de PBS 1x;
T : v/ Com os pogos bem secos, adicionar 200l de DMSO e
' ‘ solubilizar bem.

Figura 18. Esquema representativo do fluxo de trabalho seguido nos ensaios Il e IV.
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3. Analise Estatistica

Todas as leituras de absorvancia obtidas foram convertidas a percentagens de
viabilidade, multiplicando o valor de absorvancia lido por 100 e dividindo esse resultado
pela absorvancia média obtida nas células nao expostas. De seguida, os valores foram
introduzidos no software SPSS® (Statistical Package for the Social Sciences) e

analisados estatisticamente, aceitando-se uma significancia de 5%.

Foi utilizado o ANOVA Fatorial, apds se ter verificado que todos os dados se
encontravam dentro dos parametros de normalidade. No que diz respeito a analise de
diferengas significativas, foi utilizado o teste posteriori de comparagdes multiplas de

Tukey HSD.
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IV.  RESULTADOS

RESULTADOS

A. Ensaio I: OTIMIZACAO DO NUMERO DE CELULAS

Este ensaio foi realizado com o objetivo de escolher o nimero de células mais

adequado para cada um dos testes a realizar (Cristal Violeta e MTT).

Os resultados obtidos foram os seguintes:

1. Teste do Cristal Violeta:

Tabela 4. Valores médios de absorvancia (595nm) e respetivo desvio padrao referentes a cada um dos

numeros de células usados e obtidos através do teste do Cristal Violeta.

Nuamero de células

1x10°
2x10°
3x10°
4x10°
5x10°

Absorvancia 595 nm

1,80
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20

0,00

0,E+00

Valor de absorvancia (média) Desvio Padrao
0,326 0,004
0,496 0,013
0,787 0,045
1,294 0,059
1,652 0,031

Células NIH 3T3/Teste CV

y =0,0003x-0,1237
R*=0,97124

1,E403 2,E+03 3,E+03 4,E+03 5,E+03 6,E+03

Ne de células

Grafico 1. Valores médios de absorvancia (595nm) + desvio padrao referentes a cada um dos niimeros de

células usados e obtidos através do teste do Cristal Violeta.
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Apos analise da tabela 4. e do grafico 1., o nimero de células escolhido para usar
ao longo da investigacio, em ensaios com recurso ao teste do Cristal Violeta, foi 4x10°.
Este valor foi escolhido tendo em conta o limite de dete¢do do aparelho de
espetrofotometria, que se situa entre os valores 0,2 e 1 de absorvancia, e a lei de Lambert-

Beer, a qual estabelece uma relacao entre a absorvancia e o numero de células.

2. Teste de reducio do MTT:

Tabela 5. Valores médios de absorvancia (595nm) e respetivo desvio padrao referentes a cada um dos

nameros de células usados e obtidos através do teste de redu¢do do MTT.

Numero de células Valor de absorvancia (média) Desvio Padrao
4x10° 0,330 0,015
6x10° 0,583 0,016
8x10° 0,648 0,075
1x10* 0,762 0,005
2x10* 1,122 0,005

Células NIH 3T3/Teste MTT
1,40

1,20

1,00 y =5E-05x+ 0,2565
R?=0,94055

0,80 o

Absorvancia 595 nm

0,60
0,40
0,20

0,00
0,E+00 5,E+03 1,E+04 2,E+04 2,E+04 3,E+04

N2 de células

Grafico 2. Valores médios de absorvancia (595nm) + desvio padrdo referentes a cada um dos nimeros de

células usados e obtidos através do teste de redugdo do MTT.

ApOs analise da tabela 5. e do gréafico 2., o nimero de células escolhido para usar

ao longo da investigacdo, em ensaios com recurso ao teste de reducdo do MTT, foi 2x10%,
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tendo em conta o limite de dete¢dao do aparelho de espetrofotometria, que se situa entre

os valores 0.2 e 1 de absorvancia, e a lei de Lambert-Beer, a qual estabelece uma relagao

entre a absorvancia e o numero de células.

B. Ensaio II: ESCOLHA DO CONTROLO DE MORTE CELULAR

Para a escolha do controlo de morte celular foram usados os seguintes compostos:

Metanol (2,5% e 5%), Etanol (1,75% e 3,5%), DMSO (2,5% e 5%) e Triton X-100 (2,45%

e 4,9%). Ap0s estes compostos estarem em contacto com as células, pelo periodo de 24

horas, foi realizado o teste do Cristal Violeta e os valores de absorvancia foram lidos. Os

valores obtidos foram convertidos a percentagens de viabilidade celular, para uma melhor

interpretacdo dos resultados, os quais se encontram descritos na tabela 6.:

Tabela 6. Valores médios de percentagem de viabilidade celular e respetivo desvio padrio referentes a

cada um dos compostos utilizados.

Metanol Etanol DMSO Triton X-100
2,5%  5,0% | 1,75% 3,50% | 2,5%  5,0% | 2,45% 4,90%
Média (% de
viabilidade celular) 72,6 57,7 62,8 67,7 37,4 234 21,6 25,8
Desvio Padrao 7,6 5,3 7,4 6,4 5,9 3,8 5,1 3,7

% de Viabilidade Celular

100
90

Volume adicionado (pl)

u Metanol
™ Etanol
DMSO

= ¥ Triton X-100

Grifico 3. Valores médios de percentagem de viabilidade celular + desvio padrdo referentes a cada um

dos compostos utilizados.
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Com base na analise da Tabela 6. e do Grafico 3., foi escolhido o DMSO a 5%
(10ul de DMSO + 190ul de meio) para uso como controlo de morte celular. O Triton X-
100, apesar de ter originado uma viabilidade celular mais baixa, ndo se afastou muito dos
valores alcangados pelo DMSO. Entre estes dois, que apresentam resultados muito
semelhantes, optou-se pelo DMSO, excluindo-se o Triton X-100 devido a sua elevada

viscosidade que o torna dificil de pipetar com precisao.

C. Ensaio III: EXTRATOS DE RESINAS ACRILICAS EM CONTACTO COM
4x10° CELULAS — TESTE DO CRISTAL VIOLETA

Ap0s ter sido realizado o teste do Cristal Violeta, foram lidas as placas em estudo
e, de seguida, os valores de absorvancia foram convertidos em percentagens de

viabilidade celular.

1. 30 minutos:

Os resultados obtidos através do teste do Cristal Violeta e apos colocar os extratos
dos 30 minutos em contacto com as c€lulas NIH/3T3 estdo descritos na Tabela 7. e no

Grafico 4.:
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Tabela 7. Valores médios de percentagem de viabilidade celular e respetivo desvio padrao das células

3T3 quando expostas as resinas ProBase® por 30 minutos (Ensaio III).

Média Desvio Padrao

. 1:16 74,0 5,3

= 1:8 86,5 20,5

® 14 81,2 10,8

% 1:2 81,6 5,0

g 2 dii?i?io 89,6 18,2

E = 1:16 97,0 12,9

S S 1:8 81,2 12,6

@:31 1:4 81,4 12,9

:§ 1:2 84,9 13,4

=  Nao 124,9 19,6

diluido : :
DMSO 86,9 11,0
30 minutos

160
140
120

100
80
60

® ProBase® Hot

! ‘ ! ‘ ! ‘ ! -

1:16 1:8 1:4 1:2 UNDILUTED

Diluigdes

40

% de Viabilidade Celular

20

Grifico 4. Valores médios de percentagem de viabilidade celular + desvio padrdo das células 3T3 quando
expostas as resinas ProBase® por 30 minutos (Ensaio III). A verde encontra-se assinalado o limite dos

70%, definido pela ISO 10993-5:2009 para poder concluir que um material é citotdxico.

ApOs colocar as células em contacto com os extratos dos 30 minutos das resinas

ProBase®, ¢ possivel verificar que a resina ProBase® Hot origina uma viabilidade celular
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mais baixa em todas as dilui¢des (exceto na diluicao 1:8), quando comparada com a

ProBase® Cold.

De acordo com o teste Tukey HSD, apenas nas dilui¢cdes 1:16 e 1:1 (ndo diluido)
foram verificadas diferengas estatisticamente significativas na viabilidade dos

fibroblastos 3T3 quando expostos aos extratos dos 30 minutos (Tabela 8.).
Tabela 8. Teste posteriori de comparagdes multiplas de Tukey HSD (Ensaio III — 30 minutos).
Teste de Tukey HSD — 30 minutos (Ensaio I1II)
Diluicao 1:16 1:8 1:4 1:2 1:1

p-value 0,033 1,000 1,000 1,000 <0,001

De qualquer maneira, nenhuma das duas resinas origina percentagens de
viabilidade celular inferiores a 70%, sendo que este ¢ o limite para afirmar que um

material é citotoxico, de acordo com a ISO 10993-5:2009.

2. 24 horas:

Os extratos das 24 horas em contacto com as células NIH/3T3 originaram, apos

realizacdo do teste do Cristal Violeta, os seguintes resultados (Tabela 9. e Gréfico 5.):
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Tabela 9. Valores médios de percentagem de viabilidade celular e respetivo desvio padrao das células

3T3 quando expostas as resinas ProBase® por 24 horas (Ensaio III).

Média Desvio Padrio
1:16 873 8,7
= 1:8 82,5 13,0
© 14 87,1 11,4
[
S 1:2 87.9 18,3
| ¥
-8 Nao
§ diluido SP 10,5
E - 1:16 79,5 9,7
- —
a = 1:8 94,1 14,1
@ 1:4 82,4 11,3
ag 1:2 96,4 10.8
S ~
- Nao
diluido 3.1 9,8
DMSO 94,6 10,6
24 horas
160
140

120
100

[=2]
(=]

% de Viabilidade Celular
~ )
o o

o]
(=]

1:8

Diluigdes

1:4

12

UNDILUTED

® ProBase® Hot

M ProBase® Cold

Grifico 5. Valores médios de percentagem de viabilidade celular + desvio padrio das células 3T3 quando

expostas as resinas ProBase® por 24 horas (Ensaio III). A verde encontra-se assinalado o limite dos 70%,

definido pela ISO 10993-5:2009 para poder concluir que um material € citotoxico.

Apobs 24 horas, € possivel verificar que a resina ProBase® Hot origina uma

viabilidade celular mais baixa nas dilui¢des 1:8, 1:2 e 1:1, quando comparada com a
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ProBase® Cold. No entanto, ¢ mais uma vez, nenhuma das duas resinas origina

percentagens de viabilidade celular inferiores aos 70% definidos pela ISO 10993-5:2009.

De acordo com o teste Tukey HSD, ndo foram verificadas diferengas
estatisticamente significativas na viabilidade dos fibroblastos 3T3 quando expostos aos

extratos das 24 horas, independentemente da diluicdo em estudo (Tabela 10.).

Tabela 10. Teste posteriori de compara¢des multiplas de Tukey HSD (Ensaio III — 24 horas).

Teste de Tukey HSD — 24 horas (Ensaio I1I)

Diluicao 1:16 1:8 1:4 1:2 1:1
p-value 1,000 0,991 1,000 1,000 1,000
3. 7 dias:

Os extratos dos 7 dias em contacto com as células NIH/3T3, originaram, apds
realizagdo do teste do Cristal Violeta, os resultados descritos na Tabela 11. e apresentados
no Gréafico 6.:

Tabela 11. Valores médios de percentagem de viabilidade celular e respetivo desvio padrao das células

3T3 quando expostas as resinas ProBase® por 7 dias (Ensaio III).

Média Desvio Padrio
. 1:16 95,1 10,3
= 1:8 90,0 7,0
? 14 86,5 7.9
% 1:2 91,3 10,8
, ~ dilflf‘i‘(’io 97,6 113
S - 1:16 93,6 12,7
S 1:8 108,9 11,0
¢ 1:4 91,9 13,5
2 1:2 91,3 13,9
g -
R dilflili(()io 87,7 12,4
DMSO 88,2 16,8
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7 dias
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Grifico 6. Valores médios de percentagem de viabilidade celular  desvio padrdo das células 3T3 quando
expostas as resinas ProBase® por 7 dias (Ensaio III). A verde encontra-se assinalado o limite dos 70%,

definido pela ISO 10993-5:2009 para poder concluir que um material é citotoxico.

Ao fim de 7 dias, € visivel que a resina ProBase® Hot origina uma viabilidade
celular mais baixa nas diluigdes 1:8 e 1:4, quando comparada com a ProBase® Cold. No

entanto, e mais uma vez, nenhuma das duas resinas origina percentagens de viabilidade

celular inferiores aos 70% definidos pela ISO 10993-5:2009.

De acordo com o teste Tukey HSD, ndo foram verificadas diferengas
estatisticamente significativas na viabilidade celular apds contacto com os extratos dos 7

dias, independentemente da dilui¢do em estudo (Tabela 12.).
Tabela 12. Teste posteriori de comparagdes multiplas de Tukey HSD (Ensaio I1I — 7 dias).
Teste de Tukey HSD — 7 dias (Ensaio III)
Diluicao 1:16 1:8 1:4 1:2 1:1

p-value 1,000 0,268 1,000 1,000 1,000
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4. 14 dias:

Ap6s realizagdo do teste do Cristal Violeta aos extratos dos 14 dias em contacto

com as células NIH/3T3, os seguintes resultados foram obtidos (Tabela 13. e Grafico 7.):

Tabela 13. Valores médios de percentagem de viabilidade celular e respetivo desvio padrio das células

3T3 quando expostas as resinas ProBase® por 14 dias (Ensaio III).

Média Desvio Padrao

1:16 81,3 5,3
= 1:8 81,3 4,0
2 14 82,4 6,6
%’ 1:2 86,5 4,0
o | Nao 81,5 43

@ diluido
5 - 1:16 82,7 4,6
I G 1:8 76,7 3,6
% 1:4 82,0 3,5
n‘é 1:2 83,5 5,6

S ~

= dilflf'i‘c’lo 84,5 3,7
DMSO 51,3 5,0
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14 dias
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Grifico 7. Valores médios de percentagem de viabilidade celular * desvio padrdo das células 3T3 quando
expostas as resinas ProBase® por 14 dias (Ensaio III). A verde encontra-se assinalado o limite dos 70%,

definido pela ISO 10993-5:2009 para poder concluir que um material é citotoxico.

Podemos verificar que a resina ProBase® Hot originou uma viabilidade celular

mais baixa nas dilui¢des 1:16 e 1:1, quando comparada com a ProBase® Cold.

De acordo com o teste Tukey HSD, ndo foram verificadas diferengas
estatisticamente significativas na viabilidade celular apds contacto com os extratos dos

14 dias, independentemente da diluicdo em estudo (Tabela 14.).

Tabela 14. Teste posteriori de comparagdes multiplas de Tukey HSD (Ensaio III — 14 dias).

Teste de Tukey HSD — 14 dias (Ensaio I1I)
Diluicao 1:16 1:8 1:4 1:2 1:1

p-value 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Apesar de, aos 14 dias, se ter obtido os valores mais baixos de viabilidade celular,
nenhuma das duas resinas origina percentagens de viabilidade celular inferiores aos 70%

definidos pela ISO 10993-5:2009, pelo que ndo podem ser consideradas citotoxicas.
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De seguida, foram realizados testes de avaliagdo de fatores e sua interagdo, cujos

resultados se encontram na Tabela 15.

Tabela 15. Testes de avaliagdo de fatores e sua interacao, de acordo com os resultados obtidos no Ensaio

111
Cepe A Eta parcial

Significancia quadrado
g resina 0,002 0,034
®
3 diluicdo <0,001 0,072
1
=]
& tempo <0,001 0,122
L QO
= ]
°o . o~
S resina * dilui¢ao 0,268 0,018
s £
E - resina * tempo 0,007 0,042
2]
P diluiciio * tempo <0,001 0,158
ﬁ resina * diluicdo * tempo <0,001 0,167

Analisando a tabela 15., e tendo em conta que o valor de significincia aceite ¢ de
0,05, verifica-se a existéncia de diferencas significativas em relagdo a média em todos os
fatores analisados, com excec¢do do fator “resina * diluicdo” que ndo mostrou diferengas
significativas. Ou seja, ndo existem diferencas significativas entre as diversas dilui¢des

de cada resina.

Analisando a coluna do Eta parcial quadrado, sabemos que este representa uma
medida de quantifica¢do da intensidade de um fator e que, assim, quanto maior for o seu
valor, maior serd intensidade do fator em questdo. Deste modo, os tempos em estudo
representaram o fator com maior intensidade e as diferentes resinas demonstraram ser o
fator com menor intensidade, ou seja, o fator menos responsavel pela existéncia de

diferencas estatisticamente significativas.
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D. Ensaio IV: EXTRATOS DE RESINAS ACRILICAS EM CONTACTO COM
2x10* CELULAS - TESTE DE REDUCAO DO MTT

Ap0s ter sido realizado o teste de redugcdo do MTT, foram lidas as placas relativas
aos diversos periodos de incubagdo e, de seguida, os valores de absorvancia foram
convertidos em percentagens de viabilidade celular para melhor interpretagdo dos

resultados.

1. 30 minutos:

Os resultados obtidos através do teste de Redugdo do MTT e apds colocar os

extratos dos 30 minutos em contacto com as células NIH/3T3 estdo descritos na Tabela

16. e no Grafico 8.:

Tabela 16. Valores médios de percentagem de viabilidade celular e respetivo desvio padrao das células

3T3 quando expostas as resinas ProBase® por 30 minutos (Ensaio V).

Média Desvio Padrao
. 1:16 98,0 9,0
= 1:8 90,0 6,9
9 14 85,0 97
%’ 1:2 81,1 7,5
s ~ dilflili(()lo 774 112
E = 1:16 99,0 8,5
S S 1:8 94,5 9,6
@‘é 1:4 96,9 10,9
% 1:2 99,5 10,7
S ~
= dilfl:‘i‘(’io 95,1 7.8
DMSO 9,4 6,0
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Grifico 8. Valores médios de percentagem de viabilidade celular * desvio padrdo das células 3T3 quando
expostas as resinas ProBase® por 30 minutos (Ensaio IV). A verde encontra-se assinalado o limite dos

70%, definido pela ISO 10993-5:2009 para poder concluir que um material € citotdxico.

Ap6s colocar as células em contacto com as elui¢des dos 30 minutos das resinas
ProBase®, ¢ possivel verificar que a resina ProBase® Hot origina uma viabilidade celular

mais baixa em todas as diluigdes.

De acordo com o teste Tukey HSD, apenas nas diluigdes 1:4, 1:2 e 1:1 (ndo

diluido) foram verificadas diferengas estatisticamente significativas (Tabela 17.).

Tabela 17. Teste posteriori de comparagdes multiplas de Tukey HSD (Ensaio IV — 30 mintuos).

Teste de Tukey HSD — 30 minutos (Ensaio IV)
Diluicao 1:16 1:8 1:4 1:2 1:1

p-value 1,000 0,992 < 0,001 < 0,001 < 0,001

Ainda assim, nenhuma das resinas originou percentagens de viabilidade celular
inferiores a 70%, sendo que este € o limite para afirmar que um material € citotoxico, de

acordo com a ISO 10993-5:2009.
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2. 24 horas:

Os extratos das 24 horas em contacto com as células NIH/3T3, originaram, apds

realizacdo do teste de Redugdo do MTT, os seguintes resultados (Tabela 18. e Grafico

9.):

Tabela 18. Valores médios de percentagem de viabilidade celular e respetivo desvio padrdo das células

3T3 quando expostas as resinas ProBase® por 24 horas (Ensaio IV).

Média Desvio Padrao

1:16 102,7 9,9

= 1:8 96,3 9,5

® 14 94,5 8.7

% 1:2 96,6 8,9

E - 1:16 101,5 6,8
N S 1:8 96,6 10,6
€ 1:4 93,5 14,5

n“g‘ 1:2 100,0 8,1

=  Nio 91,2 7,9
diluido ’ ’

DMSO 9,3 3,9
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Grifico 9. Valores médios de percentagem de viabilidade celular * desvio padrdo das células 3T3 quando
expostas as resinas ProBase® por 24 horas (Ensaio IV). A verde encontra-se assinalado o limite dos 70%,

definido pela ISO 10993-5:2009 para poder concluir que um material ¢ citotoxico.

Contrariamente ao que aconteceu nos 30 minutos, ap6s 24 horas, ¢ possivel
verificar que a resina ProBase® Hot origina uma viabilidade celular mais alta em

praticamente todas as dilui¢des, quando comparada com a ProBase® Cold.

Apenas a diluigdo 1:2 apresentou uma percentagem de viabilidade celular mais

baixa por parte da resina ProBase® Hot.

De acordo com o teste Tukey HSD, ndo foram verificadas diferengas
estatisticamente significativas apos exposicdo dos fibroblastos 3T3 aos extratos

incubados por 24 horas (Tabela 19.).
Tabela 19. Teste posteriori de comparagdes miltiplas de Tukey HSD (Ensaio IV — 24 horas).
Teste de Tukey HSD — 24 horas (Ensaio IV)
Diluicao 1:16 1:8 1:4 1:2 1:1

p-value 1,000 1,000 1,000 1,000 0,909

Ainda assim, todas as percentagens de viabilidade celular foram superiores aos

70% definidos pela ISO 10993-5:2009.
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3. 7 dias:

Os extratos dos 7 dias em contacto com as células NIH/3T3, originaram, apds
realizacdo do teste de Redug¢do do MTT, os resultados descritos na Tabela 20. e

apresentados no Grafico 10.:

Tabela 20. Valores médios de percentagem de viabilidade celular e respetivo desvio padréo das células

3T3 quando expostas as resinas ProBase® por 7 dias (Ensaio V).

Média Desvio Padrao
1:16 98,0 8,2
= 1:8 94,7 5,1
€ 1:4 93,3 4.9
%’ 1:2 91,9 43
) & dilflf‘i‘(’lo 87.8 5.1
'§ g L6 95,3 77
S 1:8 93,3 7,1
% 1:4 90,4 6,3
n“g‘ 1:2 90,1 7,0
= Nio 82,6 6.4
diluido ’ ’
DMSO 7,6 3,1
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Grifico 10. Valores médios de percentagem de viabilidade celular + desvio padro das células 3T3
quando expostas as resinas ProBase® por 7 dias (Ensaio IV). A verde encontra-se assinalado o limite dos

70%, definido pela ISO 10993-5:2009 para poder concluir que um material € citotdxico.

Ap6s 7 dias, a resina ProBase® Hot originou percentagens de viabilidade celular
mais altas em todas as diluigdes, quando comparadas com as obtidas pela resina

ProBase® Cold.

Apds contacto com os extratos dos 7 dias, e de acordo com o teste Tukey HSD,
ndo foram verificadas diferengas estatisticamente significativas na viabilidade dos

fibroblastos 3T3 (Tabela 21.).

Tabela 21. Teste posteriori de comparagdes multiplas de Tukey HSD (Ensaio IV — 7 dias).
Teste de Tukey HSD — 7 dias (Ensaio IV)
Diluicao 1:16 1:8 1:4 1:2 1:1

p-value 1,000 1,000 1,000 1,000 0,886

Todas as percentagens de viabilidade celular foram superiores aos 70% definidos

pela ISO 10993-5:2009.
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4. 14 dias:

Ap6s realizagdo do teste de Redugdo do MTT aos extratos dos 14 dias em contacto

com as células NIH/3T3, os seguintes resultados foram obtidos (Tabela 22. e Grafico 11.):

Tabela 22. Valores médios de percentagem de viabilidade celular e respetivo desvio padrao das células

3T3 quando expostas as resinas ProBase® por 14 dias (Ensaio IV).

Média Desvio Padrao
. 1:16 84.4 9,0
= 1:8 81,1 7,7
© 14 80,8 6.9
n::i 1:2 80,0 5,5
~ Nao 77,6 5,5
2 diluido
f o 1:16 96,2 9,6
- S 1:8 93,8 7,1
% 1:4 91,3 7,5
8 1:2 91,5 7,0
S P
= dilflfi‘c’lo 80,3 113
DMSO 8,1 1,7
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Grifico 11. Valores médios de percentagem de viabilidade celular + desvio padrao das células 3T3
quando expostas as resinas ProBase® por 14 dias (Ensaio IV). A verde encontra-se assinalado o limite

dos 70%, definido pela ISO 10993-5:2009 para poder concluir que um material ¢ citotoxico.

Apds 14 dias, a situacdo inverteu-se e a resina ProBase® Hot originou
percentagens de viabilidade celular mais baixas em todas as diluigdes, quando

comparadas com as obtidas pela resina ProBase® Cold.

Apds andlise com o teste Tukey HSD, foram verificadas diferengas
estatisticamente significativas na viabilidade dos fibroblastos 3T3 nas dilui¢des 1:16, 1:8,

1:4 e 1:2 (Tabela 23.).
Tabela 23. Teste posteriori de comparagdes multiplas de Tukey HSD (Ensaio IV — 14 dias).
Teste de Tukey HSD — 14 dias (Ensaio 1V)
Diluicao 1:16 1:8 1:4 1:2 1:1

p-value < 0,001 < 0,001 0,001 < 0,001 1,000

De qualquer maneira, todas as percentagens de viabilidade celular superaram os

70% definidos pela ISO 10993-5:2009.
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Neste ensaio foi acrescentado o tempo 1 més, uma vez que o fator tempo tinha

sido aquele a produzir diferencas mais significativas e, também, uma vez que 1 més apds

a entrega da protese, os Médicos Dentistas voltam a ter contacto com o doente, na consulta

de controlo. Assim, apos realizacao do teste de Redugao do MTT aos extratos dos 30 dias

em contacto com as células NIH/3T3, os valores de absorvancia foram lidos e os seguintes

resultados foram obtidos (Tabela 24. e Grafico 12.):

Tabela 24. Valores médios de percentagem de viabilidade celular e respetivo desvio padrao das células

3T3 quando expostas as resinas ProBase® por 1 més (Ensaio IV).

Média Desvio Padrio
. 1:16 89,3 42
= 1:8 93,8 3,1
© 14 90,1 2,6
% 1:2 90,3 4,1
> Ni
- dilui(()io Sie S
‘% < 1:16 92,9 3,6
S 1:8 94,8 4,7
% 1:4 92,1 5,8
E“g‘ 1:2 92,7 5.4
=  Nio 89,7 6,9
diluido ’ ’
DMSO 5,9 1,0
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Grafico 12. Valores médios de percentagem de viabilidade celular + desvio padrdo das células 3T3
quando expostas as resinas ProBase® por 1 més (Ensaio IV). A verde encontra-se assinalado o limite dos

70%, definido pela ISO 10993-5:2009 para poder concluir que um material é citotoxico.

Neste tempo as percentagens de viabilidade celular de ambas as resinas atingiram
valores muito proximos. No entanto, foi a resina ProBase® Hot que originou
percentagens de viabilidade celular mais baixas, independentemente da diluicdo em

causa.

Recorrendo ao teste Tukey HSD, nao foram verificadas diferengas
estatisticamente significativas na viabilidade dos fibroblastos 3T3, ap6s contacto com os

extratos incubados por 1 més (Tabela 25.).
Tabela 25. Teste posteriori de comparagdes miltiplas de Tukey HSD (Ensaio IV — 1 més).
Teste de Tukey HSD — 1 més (Ensaio IV)
Diluicao 1:16 1:8 1:4 1:2 1:1

p-value 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Todas as percentagens de viabilidade celular superaram os 70% definidos pela

ISO 10993-5:2009.
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De seguida, foram realizados testes de avaliagdo de fatores e sua interagdo, cujos

resultados se encontram na Tabela 26.

Tabela 26. Testes de avaliagdo de fatores e sua interacao, de acordo com os resultados obtidos no Ensaio

V.
S e A Eta parcial

Significancia quadrado
2 resina <0,001 0,055
®
§ diluicao <0,001 0,122
S
& tempo <0,001 0,226
v O
=S
o & . o~
S 5 resina * diluicao 0,034 0,011
E =
g - resina * tempo <0,001 0,149
D
P diluiciio * tempo 0,01 0,032
= resina * dilui¢ao * tempo <0,001 0,057

Analisando a tabela 26., e tendo em conta que o valor de significincia aceite ¢ de
0,05, verifica-se a existéncia de diferencas significativas em relagdo a média em todos os

fatores testados.

Na coluna do Eta parcial quadrado podemos tirar conclusdes sobre a intensidade
do efeito provocado por um determinado fator. Assim, e tal como aconteceu no Ensaio

I11, fo1 o tempo o fator com o efeito mais forte e a resina o efeito menos forte.

De modo a ter uma melhor percecdo do comportamento das resinas ProBase®,
foram feitos dois graficos (Grafico 13. e Grafico 14.), recorrendo aos valores médios de
viabilidade celular dos extratos ndo diluidos em cada um dos tempos em estudo (30
minutos, 24 horas, 7 dias, 14 dias e 1 més) e para cada um dos testes de quantificagdo da
viabilidade celular (Cristal Violeta e MTT). Através da analise dos dois graficos podemos
verificar que a viabilidade celular dos fibroblastos 3T3, quando expostos aos extratos nao
diluidos das resinas em estudo, foi inferior as 24h (teste do MTT) e aos 7 dias (teste do

Cristal Violeta e teste do MTT) por parte da resina ProBase® Cold. Nos restantes tempos
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em estudo, foi a resina acrilica ProBase® Hot que originou percentagens de viabilidade
celulares mais baixas. Os 124,9% de viabilidade celular atingidos com a exposi¢ao ao
extrato dos 30 minutos, no Teste do Cristal Violeta, podem ser explicados devido a uma
falha do operador na pipetagem da diluigdo 1:1 (ndo diluido) pelos pogos

correspondentes.

Teste do Cristal Violeta - Extrato ndo diluido

ProBase® Hot ProBase® Cold

130

120

110

100

90

% de Viabilidade Celular

80

70
30 minutos 24 horas 7 dias 14 dias

Tempo

Grafico 13. Viabilidade Celular dos fibroblastos 3T3 quando expostos aos extratos ndo diluidos das

resinas ProBase® e recorrendo ao teste do Cristal Violeta.

Teste de Reducdo do MTT - Extrato ndo diluido

ProBase® Hot ProBase® Cold
130
120
110
100
90

80

% de Viabilidade Celular

70
30 minutos 24 horas 7 dias 14 dias 1 més

Tempo

Grafico 14. Viabilidade Celular dos fibroblastos 3T3 quando expostos aos extratos ndo diluidos das

resinas ProBase® e recorrendo ao teste do MTT.
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Este estudo pretendia avaliar se as resinas acrilicas da Ivoclar Vivadent AG,
ProBase® Hot, resina acrilica de polimerizagdo térmica (termopolimerizavel) e
ProBase® Cold, resina acrilica de polimerizagdo quimica (autopolimerizavel), usadas na
confecdo das bases de proteses removiveis desencadeiam efeitos citotdoxicos. Dado que
estes métodos de polimerizagdo (autopolimerizagdo e termopolimeriza¢ao) das resinas
acrilicas sdo utilizados regularmente na pratica clinica, queremos saber se podemos

considerar um melhor do que o outro (McCabe & Walls, 2008).

As bases protéticas estdo em contacto com a mucosa oral por longos periodos de
tempo e ¢ sabido que estas vao libertando monomeros residuais, os quais tém sido
responsabilizados pelas alteragdes das propriedades fisicas ¢ mecanicas das proteses
removiveis e por causar respostas alérgicas na mucosa oral (Jorge, Giampaolo, Machado,
& Vergani, 2003). Deste modo, torna-se importante verificar se os materiais em causa sao

citotoxicos.

As resinas acrilicas em estudo, ProBase® Hot e ProBase® Cold, foram
manipuladas de acordo com as instrugdes do fabricante e foram feitos varios discos com
Smm de diametro e 2mm de altura. Quatro discos de cada resina foram colocados em
7mL de meio DMEM e incubados por 30 minutos, 24 horas, 7 dias, 14 dias e 1 més.
Assim, simulamos a libertagdo de monomeros residuais na cavidade oral desde o tempo
que geralmente dura a consulta da entrega da protese (30 minutos), passando pelas 24
horas, quando geralmente ocorrem as primeiras reagdes adversas, e pelas restantes
semanas até a consulta de controlo, que pode ser realizada ao fim de 1 més. Estes extratos
foram colocados em contacto com fibroblastos de murganho NIH/3T3 (Sigma) e foram
realizados testes de biocompatibilidade, metodologia usada por autores como Lai, Chen,

Lee, Shieh, & Hung (2004).

Os testes de biocompatibilidade incluem os testes de citotoxicidade in vitro que,
embora apresentem limitacdes (no caso deste estudo, por exemplo, ndo t€ém em conta as
acoes protetoras da saliva e das camadas de queratina e mucina presentes na mucosa oral)

que impedem que se tirem conclusdes definitivas sobre o que vai acontecer in vivo, sao
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uma ferramenta fundamental na previsdo do comportamento bioldgico de determinados

materiais (Jorge et al., 2003).

Uma vez que a ISO aconselha a utilizagao de mais do que um teste in vitro para o
estudo da biocompatibilidade, nesta investigagdo foram aplicados dois testes: o teste de
reducdo do MTT e o teste do Cristal Violeta, dois testes colorimétricos de referéncia para
se poder quantificar a viabilidade celular apds incubagao das células com o material que

se pretende testar (Ishiyama et al., 1996).

Apbs revisdo da literatura, verificimos que existem diversos estudos que avaliam
a citotoxicidade de varias resinas acrilicas. No entanto, existe uma lacuna no que diz
respeito as resinas ProBase® que, apesar de muito utilizadas na pratica clinica, ndo estdo

muito descritas na literatura quanto aos seus niveis de toxicidade celular.

Comegamos este estudo pela determinagdo do numero de células por pogo
adequado para cada um dos testes a realizar, que pode variar entre diferentes operadores
e entre diferentes ensaios. Para o ensaio do Cristal Violeta o nimero de células escolhido
foi 4x10° e para o ensaio do MTT foi 2x10*. Estes valores foram escolhidos de acordo
com a Lei de Lambert-Beer, que estabelece uma relagdo entre a absorvancia € o numero
de células, e tendo em conta o limite de dete¢dao do aparelho de espetrofotometria, que se

situa entre os valores 0,2 e 1 de absorvancia.

Para a aplicacdo destes testes foi, também, importante escolher um controlo de
morte celular, ou seja, um material com toxicidade conhecida nas condigdes
experimentais utilizadas, de modo a validar os resultados obtidos. Foram também
utilizados pogos com células em meio nao exposto, sendo que a absorvancia média destes
pocos constituiu os 100% de viabilidade celular, valores imprescindiveis para o calculo

da viabilidade celular dos pogos com células em contacto com extratos de resina acrilica.

Relativamente ao controlo de morte celular, foram testados os seguintes
compostos: Metanol (2,5% e 5%), Etanol (1,75% e 3,5%), DMSO (2,5% e 5%) e Triton
X-100 (2,45% e 4,9%) e foi possivel concluir que, recorrendo ao DMSO a 5% ou ao
Triton-X a 2,45% ou 4,9%, os resultados obtidos em termos de morte celular eram muito
semelhantes. Assim, optou-se pelo DMSO a 5%, uma vez que o Triton X-100 apresenta

uma viscosidade que torna complicada a sua pipetagem com exatidao.
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Ao longo desta investigacao, as cé¢lulas, nas concentragdes acima descritas, foram
sendo cultivadas nos 96 pocos de cada uma das placas e postas em contacto com o0s
extratos de cada uma das resinas em estudo. Todas as placas incluiram uma coluna de
pocos com cé¢lulas em meio ndo exposto, uma coluna de pogos com células em contacto
com o controlo de morte celular e os restantes pogos com as diversas diluigdes dos
extratos de resina em estudo. Tendo os dois extremos do espectro de viabilidade celular
(um controlo de morte celular e um controlo de viabilidade celular), foi possivel perceber,

do ponto de vista experimental, se o ensaio decorria com sucesso.

Independentemente do ensaio, do tempo, da diluicdo e da resina em causa, a
viabilidade celular nunca registou valores inferiores aos 70%. Assim, e de acordo com a
norma ISO 10993-5:2009, podemos afirmar que nenhuma das resinas mostrou ter efeitos

citotoxicos nos fibroblastos 3T3.

Apesar de nenhuma das resinas ter efeitos citotoxicos nas células utilizadas, o
fator resina teve uma influéncia estatisticamente significativa na viabilidade celular, tal
como se pode constatar pelas tabelas 15 e 26. Também o fator dilui¢do e o fator tempo
tiveram influéncia na alteracdo da viabilidade celular, tendo sido o tempo o fator a
produzir alteracdes com maior intensidade (cerca de duas vezes superior ao fator dilui¢ao
e quatro vezes superior ao fator resina, tanto no Ensaio III — Teste do Cristal Violeta,

como no Ensaio IV — Teste do MTT).

Através do ensaio do Cristal Violeta apenas foram verificadas diferengas entre as
duas resinas ao fim de 30 minutos, nas diluigdes 1:16 (p-value = 0,033) e 1:1 (p-value <
0,001), de acordo com o teste de Tukey HSD. No caso do ensaio do MTT, e também de
acordo com o teste de Tukey HSD, foram registadas diferencas entre as duas resinas nas
diluigdes 1:4, 1:2 e 1:1 (p-values < 0,001) aos 30 minutos e nas dilui¢des 1:16, 1:8, 1:4 e
1:2 (p-values < 0,001) ao fim de 14 dias. Sempre que foram registadas diferencas
estatisticamente significativas, a resina ProBase® Hot foi a responséavel pelos valores
mais baixos de viabilidade dos fibroblastos 3T3, tal como se pode verificar nos graficos
4, 8 e 11. Em todas as outras diluigdes e tempos ndo foram registadas diferencas

significativas entre as duas resinas em estudo.

Apesar destas diferencas registadas que, em termos estatisticos, foram
significativas, ¢ importante verificar que estas ocorreram quase sempre em diluigcdes

diferentes da 1:1 (ndo diluido). Assim, estas diferencas poderao estar associadas a erros
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experimentais associados e tornam-se pouco significativas em termos clinicos e

experimentais.

No que diz respeito a valores médios de viabilidade celular, através do teste do
Cristal Violeta, a resina ProBase® Hot apresentou uma viabilidade celular média mais
baixa do que a resina ProBase® Cold em praticamente todos os tempos testados, tendo
sido superior apenas aos 14 dias. No entanto, através do teste de Reducao do MTT,
podemos verificar que, nas 24 horas e nos 7 dias, apresentou uma viabilidade celular

média superior aquela apresentada pela resina autopolimerizavel.

Ao contrario do que os resultados deste estudo apresentaram, varios trabalhos
indicam que as resinas autopolimerizdveis sdo as que contém maior quantidade de
monomero residual e, portanto, as mais citotoxicas (Bayraktar, Guvener, Bural, & Uresin,
2006; Camacho et al., 2014; Goiato, Freitas, Santos, et al., 2015; Jorge et al., 2003;
McCabe & Walls, 2008; Rashid et al., 2015). Nas condic¢des testadas € com as resinas em
estudo, verificou-se o contrario, embora as diferencas sejam ligeiras. Ou seja, a resina
termopolimerizavel foi a que induziu um maior decréscimo na viabilidade celular em
termos gerais e foi a que apresentou sempre viabilidade celular mais baixa, nas condi¢des
em que foram detetadas diferengas estatisticamente significativas entre as duas resinas.
No entanto, nenhuma das resinas originou valores de viabilidade celular abaixo dos 70%,
limite definido pela norma ISO 10993-5:2009 para poderem ser consideradas como

toxicas.

Uma vez que foram verificadas diferencas pouco significativas entre as duas
resinas em algumas das condi¢des testadas, € de esperar que nao tenha havido diferencas
significativas na libertacdo de monomeros residuais. Estes resultados foram igualmente
obtidos por Kalipgilar, Karaagaglioglu, & Hasanreisoglu (1991), uma vez que estes
usaram, do mesmo modo, uma resina acrilica de polimerizagdo térmica e uma de
polimerizacdo quimica, no entanto, diferentes das resinas ProBase®, com vista a
comparar a influéncia dos dois tipos de polimerizacdo, ¢ os seus resultados também
indicaram que nao havia diferengas significativas na quantidade de mondémeros residuais

de ambas as resinas.

Os menores valores de viabilidade celulares originados pela resina ProBase® Hot,
podem ser explicados em parte pelo ciclo de polimerizacdo utilizado. Neste estudo, a

resina termopolimerizavel foi polimerizada de acordo com o método recomendado pelo

80



DISCUSSAO

fabricante, tendo a mufla sido colocada em agua fria, a qual foi aquecida de seguida até
aos 100°C e deixada a ferver por 45 minutos. No entanto, estando a agua a 100°C,
facilmente a temperatura dentro da mufla ultrapassa esse valor. Se a temperatura
ultrapassar os 100.3°C (ponto de ebulicdo do mondémero), vao ser originadas porosidades,
as quais vao piorar as propriedades fisicas e mecanicas das proteses, bem como facilitar

a libertacdo de monomeros residuais (Yeung, Chow, & Clark, 1995).

De acordo com um estudo publicado por Kimpara et al. (2009) os ciclos de
polimerizacao das resinas termicamente ativadas tém efeito na quantidade de monomeros
residuais, tendo os autores concluido que o ciclo rapido (maior temperatura, durante um
periodo de tempo mais curto) origina mais porosidades nas resinas acrilicas ¢ maior
quantidade de mondmeros residuais. Também Jagger (1978), concluiu que uma
temperatura mais baixa e constante, durante um periodo de tempo mais longo, ¢ o mais
indicado para evitar o aparecimento de porosidades no material e conseguir melhores
propriedades fisicas e mecanicas. No entanto, acrescenta também que, apds o final desta
polimerizacdo, a temperatura pode ser aumentada de modo a reduzir a quantidade de

monomeros residuais.

Kedjarune et al. (1999), apds estudarem trés resinas termopolimerizaveis e trés
resinas autopolimerizaveis, concluiram que o tipo e o ciclo de polimerizagao, bem como
a quantidade de mondmero na mistura inicial, influenciam a quantidade de mondmeros
residuais. Relativamente ao tempo de polimerizagdo, estdo de acordo com a ideia de que

os ciclos rapidos originam maior concentragdo final de monomeros residuais.

Trubiani et al. (2012) compararam a viabilidade celular de trés resinas acrilicas
autopolimerizaveis, incluindo a ProBase® Cold, antes e ap6s o polimento, tendo
concluido que o polimento ¢ um passo importante para a diminuigcdo da libertagdo de
mondmeros residuais e, consequentemente, para a diminuicdo da probabilidade de

ocorrerem possiveis reagdes adversas.

Um bom polimento mecanico, ao contrario do polimento quimico, faz com que a
quantidade de mondmeros residuais presentes na resina acrilica seja mais baixa
(Gongalves, Menezes, & Silva, 2008). No nosso estudo, devido as reduzidas dimensoes
dos discos, foi dificultada a possibilidade de efetuar um correto polimento as amostras,

motivo que podera ter influenciado os valores de viabilidade celular obtidos.
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Para além da utilizagdo de ciclos com menor temperatura e por um periodo de
tempo mais longo e do polimento que deve ser feito apos a polimerizagdo das resinas
acrilicas, sd0 varios os procedimentos que podem ser adotados com o objetivo de diminuir
a quantidade final de monomeros residuais e, consequentemente, diminuir a
probabilidade de ocorréncia de reagdes adversas quando em contacto com os tecidos

orais.

Lamb et al. (1983), verificaram que existem determinadas situagdes que podem
baixar a quantidade de monomeros residuais das resinas autopolimerizaveis,
nomeadamente, um aumento na propor¢ao de pd-liquido, uma “pré-polimerizagdo” a uma
baixa temperatura, bem como uma polimerizagdo final a temperaturas mais elevadas e
excluindo o ar, uma vez que a difusdo do oxigénio nas cadeias de polimeros leva a um

aumento significativo da concentracdo de mondémeros residuais.

Gautam et al. (2012) e Mallikarjuna (2014) também sugerem que as resinas
autopolimerizaveis devem ser submetidas a uma polimerizagao adicional, com radiagao

micro-ondas, para que a quantidade de mondmeros residuais seja diminuida.

Outro estudo, realizado por Vallittu et al. (1995), concluiu que o armazenamento
de uma protese durante 1 a 2 dias antes da sua entrega, em dgua aquecida a 37°C, reduz a
quantidade de mondémeros residuais e, consequentemente, o seu nivel de citotoxicidade.
Bayraktar et al. (2006) também quis perceber quais as varaveis que poderiam influenciar
a quantidade de monomeros residuais, tendo chegado as mesmas conclusdes em relagao

ao armazenamento em agua a 37°C.

Embora este estudo mostre que as resinas ProBase® ndo sdo toxicas, ¢ importante
continuar a realizar este tipo de estudos devido a preocupacdo sobre a libertacdo de
monomeros residuais e consequentes efeitos. Os resultados destes estudos podem ajudar
na descoberta de métodos que diminuam a quantidade de monomeros residuais libertados
melhorando, consequentemente, a toxicidade dos materiais e diminuindo a probabilidade
de ocorrerem reacdes adversas resultantes do uso desses mesmos materiais, tornando o

uso das resinas acrilicas, deste modo, numa experiéncia mais agradavel e confortavel para

os doentes.

Para melhor reproduzir o que acontece na cavidade oral, estes ensaios deverao ser
realizados in vivo, sendo que esse sera o proximo passo para poder afirmar com certeza a

existéncia ou inexisténcia de citotoxicidade em determinado material.
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VI. CONCLUSAO

Apos realizagao desta investigagao in vitro podemos concluir que:

e Nas condigOes testadas, tanto a resina ProBase® Hot como a resina
ProBase® Cold influenciaram a viabilidade celular. No entanto, de acordo
com a norma ISO 10993-5:2009, nenhuma pode ser considerada
citotdxica, uma vez que nenhuma chegou a atingir valores de viabilidade
celular abaixo dos 70% definidos por esta norma.

e Quando comparamos as duas resinas acrilicas, ProBase® Hot ¢ ProBase®
Cold, constatamos que existiram algumas diferengas em determinadas
dilui¢des e tempos e que a resina ProBase® Hot foi a que originou niveis
de viabilidade celular mais baixos, sugerindo que o método de
polimerizacdao tem influéncia. As diferencas registadas, embora tenham
significado estatistico, s30 pouco significativas em termos experimentais

e, consequentemente, em termos clinicos.
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