INSTITUTO
SUPERIOR
DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA DENTARIA

EFEITO CITOTOXICO E GENOTOXICO DE TRES RESINAS
COMPOSTAS BULK FILL UTILIZADAS EM DENTISTERIA

Trabalho submetido por
Joana Rita Oliveira Mata Lima Neves

Para obtencao do grau de Mestre em Medicina Dentaria

Setembro de 2017






INSTITUTO
SUPERIOR
DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA DENTARIA

EFEITO CITOTOXICO E GENOTOXICO DE TRES RESINAS
COMPOSTAS BULK FILL UTILIZADAS EM DENTISTERIA

Trabalho submetido por
Joana Rita Oliveira Mata Lima Neves

Para obtencao do grau de Mestre em Medicina Dentaria

Trabalho orientado por

Doutora Isabel Barahona

Setembro de 2017






AGRADECIMENTOS

Quero agradecer a minha orientadora, Doutora Isabel Barahona, pela confianga

que depositou em mim.

Agradego a Doutora Ana Clara Ribeiro e a Mestre Susana Bandarra por estarem

sempre disponiveis para me esclarecer.

Agrade¢o a Mariana por ter-me acompanhado nesta aventura e por testar os

meus conhecimentos.

Por fim, um agradecimento especial a minha familia e aos meus amigos, por

todo o amor, confianga, preocupacao e apoio ao longo deste projecto.

A todos, muito obrigada!






RESUMO

Introducdo: Actualmente, as resinas compostas sdo amplamente utilizadas em
medicina dentaria, mais propriamente na area da dentisteria. Os fabricantes deste tipo de
biomateriais estdo sempre a tentar melhora-los, de forma a responder a todas as
necessidades e exigéncias do mercado. Com isto em vista, foram desenvolvidas as
resinas compostas Bulk Fill, que permitem a sua aplicagdo em bloco, com camadas até

4mm de espessura.

Objectivo: Avaliar e comparar a citotoxicidade e a genotocicidade de trés resinas Bulk
Fill - Tetric EvoCeram® Bulk Fill (R1), Filtek™ Bulk Fill (R2) e Coltene Fill-Up!™
(R3).

Métodos: Neste estudo foram realizados como testes de citotoxicidade o ensaio do
MTT e o ensaio do Cristal Violeta, como teste de genotoxicidade foi aplicado o ensaio
dos micronucleos. Os ensaios foram realizados in vitro, em fibroblastos de ratinho
(3T3). Primeiramente foram efectuados os ensaios de citotoxicidade de onde se aferiu
qual a dose letal média (DLsy) de cada uma das resinas, de seguida o teste de

genotoxicidade foi aplicado expondo as células ao valor da dose letal de cada resina.

Resultados: Nos ensaios de citotoxicidade constatou-se uma maior citotoxicidade
induzida pela resina R3 (DLsy com a concentragdo relativa do extracto de 20%), seguida
pela R1 (DLso com a concentracdo relativa do extracto de 50%) sendo a resina R2 a que
mostrou ser menos citotoxica (DLsyp com a concentracao relativa do extracto 60%).
Relativamente a genotoxicidade todas as resinas provocaram alteragdes no DNA

celular.

Conclusido: A R3 foi a que provocou mais efeitos citotoxicos, provavelmente devido ao
baixo grau de conversio de monomeros. Todas as resinas mostraram efeitos
genotoxicos, ndo tendo sido possivel identificar qual a resina que provoca mais

alteragdes genéticas nos fibroblastos de ratinho.

Palavras-Chave: Bulk Fill; Ensaio dos Micronucleos; Ensaio do MTT; Ensaio Cristal

Violeta.



ABSTRACT

Introduction: Currently, composite resins are widely used in oral medicine, more
specifically in dentistry. The manufacturers of this type of biomaterials are always
trying to improve them, in order to respond to all the needs and requirements of the
market. With this in mind, the composite resins Bulk Fill were developed, which allow

their application in block, with layers up to 4mm thick.

Objective: Evaluate and compare the cytotoxicity and genotocicity of three resins Bulk
Fill - Tetric EvoCeram® Bulk Fill (R1), Filtek"™ Bulk Fill (R2) and Coltene Fill-Up! ™
(R3).

Methods: In this study, the MTT assay and the Violet Crystal assay were performed as
a cytotoxicity test. The micronucleus assay was used as a genotoxicity test. The assays
were performed in vitro on mouse fibroblasts (3T3). First, the cytotoxicity assays were
performed from which the lethal dose of each resin was measured, then the genotoxicity

test was performed exposing the cells to the lethal dose value of each composite.

Results: In the cytotoxicity assays were found a higher cytotoxicity induced by resin R3
(LDso with the relative concentration of the extract of 20%), followed by R1 (LDso with
the relative concentration of the extract of 50%) and the R2 resin was shown to be the
less cytotoxic (LDso with the relative concentration of the extract of 60%). Regarding

genotoxicity, all resins caused changes in cellular DNA.

Conclusion: Possibly, due to the low degree of conversion of the resin monomers, R3
was the one that caused more cytotoxic effects. All resins showed genotoxic effects, it

was not possible to identify which resin causes the most genetic alterations in mouse

fibroblasts.

Keywords: Bulk Fill; Micronucleus Assay; MTT Assay; Crystal Violet Assay.
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ATCC

Bis-EMA

Bis-GMA

BPO
COX-2
cQ
CV

DEGDMA

DLs

DMAEMA

DMEM

DMPT
DMSO
DNA
DPIC

EGDMA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Células NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™)

Coleccdo Americana de Tipos de Culturas, do inglés - American Type

Culture Collection
Bisfenol Etil Metacrilato, do inglés - Bisphenol A glycol dimethacrylate

Bisfenol Metacrilato de Glicidila, do inglés - Bisphenol A-diglycidyl
dimethacrylate

Peroxido de benzoilo, do inglés - Benzoy! peroxide
Ciclooxigenase-2

Canforoquinona, do inglés - Camphorquinone
Cristal Violeta

Dimetacrilato de dietilenoglicol, do inglés - Diethylene Glycol
Dimethacrylate

Dose letal média

Metacrilato de dimetilaminoetilo, do inglés - 2-(dimethylamino)ethyl

methacrylate

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

Dimetil-para-toloidina, do inglés - Dimethyl Paratoluidine
Dimetilsulfoxido, do inglés - Dimethy! sulfoxide

Acido desoxirribonucleico, do inglés - Deoxyribonucleic acid
Cloreto de ipeniliodonio, do inglés - Diphenyleneiodonium chloride
etilenoglicol, do inglés - Ethylene

Dimetacrilato  de glycol

dimethylacrylate



FBS
HEMA

ISO

LED

MTT

Neopen

PBS
PNA
R1
R2
R3
ROS

RPMI

T25

TEEGDMA

TEGDMA

TPP

TPSB

Soro Fetal Bovino, do ingles - Fetal Bovine Serum
Hidroxietil Metacrilato, do ingles - 2-hydroxyethyl methacrylate

Organizagdo internacional para Padronizacao, do inglés - Internacional

Organization for Standardization
Diodo Emissor de Luz, do inglés - Light Emitting Diode
Micronucleos

Brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio, do inglés - 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide

Dimetacrilato de neopentilglicol, do inglés - Neopentylglycol
dimethacrylate

Tampao fosfato, do inglé€s - Phosphate-buffered saline

Solugdo de Piruvato de Sédio, do inglés - Sodium pyruvate solution
Resina 1 - Tetric EvoCeram® Bulk Fill

Resina 2 - Filtek™ Bulk Fill

Resina 3 - Coltene Fill-Up!™

Espécies Reativas de Oxigénio, do inglés - Reactive Oxygen Species

Instituto Memorial Parque Roswell (meio de cultura), do inglés - Roswell

Park Memorial Institute

Frasco de cultura celular de 25 cm2

Dimetacrilato de tetraetilenoglicol, do inglés - Tetraethyleneglycol
dimethacrylate
Trietilenoglicol Dimetacrilato, do inglés - Triethylene glycol
dimethacrylate

Trifenilfosfano, do inglés - Triphenylphosphane

Trifenil-stibane, do inglés - Triphenyl-stibane


https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl

UDMA Uretano Dimetacrilato, do inglés - Urethane dimethacrylate

USP Farmacopeia dos Estados Unidos, do inglés - United States

Pharmacopeia
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INTRODUCAO

I. INTRODUCAO

1. Dentisteria

A dentisteria restauradora consiste na restauracdo de dentes que apresentem lesdes
de carie, alteragdes de forma e de cor. Os materiais dentarios restauradores consistem
em compostos sintéticos que podem ser usados para reparar ou substituir estruturas
dentarias, que incluem primers, agentes de ligagdo, cimentos, amalgamas, resinas
compostas/compositos, iondmeros hibridos, metalo-ceramicas, ceramicas entre outros.
Os materiais restauradores podem ainda ser classificados como materiais de restauragao
directa e matérias de restauracdo indirecta, dependendo se a confeccdo da peca

restauradora ¢ feita intra ou extra-oralmente, respectivamente (Anusavice, K., Shen

C., Rawls H., 2012).

A amadlgama foi o material de eleicdo para tratamentos restauradores de dentes
posteriores durante mais de 150 anos. Contudo, actualmente a sua utilizagdo encontra-se
em declinio devido as implicagdes ambientais e possiveis consequéncias sistémicas que
podem advir da manipulacao e da aplicacao da amalgama, que tem na sua constituicao
basica mercurio. Mas também, devido aos seus materiais concorrentes como € 0 caso
das resinas compostas, que sao superiores esteticamente, permitindo a escolha da cor
que mais se assemelha a cor do dente natural. Possuem uma resisténcia comparavel a
amalgama e podem aderir a estrutura do dente, reduzindo a necessidade de remogao
desnecessaria da estrutura dentaria para obter uma melhor retengdo da restauragdo. No
entanto, a contrac¢do que ocorre durante a polimerizagdo das resinas compostas, pode
provocar falhas na adaptacdo marginal, que consequentemente pode favorecer o
aparecimento de caries secundarias, pigmentagdes marginais, microfissuras de esmalte e

sensibilidade pos-operatoria (Lim et al., 2016).

2. Resinas compostas

A Introdugdo de materiais dentdrios a base de resina foi feita no inicio do século

passado, sendo uma inovagao na medicina dentdria restauradora.
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O desenvolvimento e o uso generalizado de novas geragdes de materiais
restauradores dentarios a base de resina permitiram a aplicagdo de técnicas
restauradoras mais conservadoras, estéticas e duradouras. A maior parte do esforco
cientifico e de fabrico nos ultimos anos tem-se focado na melhoria da fraccdo das
particulas destes materiais, existindo uma grande variedade de novas formulagdes de
micro e nano-escala, na tentativa de melhorar as propriedades mecanicas e estéticas

destes materiais ( Bakopoulou et al., 2009).

As resinas compostas trazem como vantagens a sua estética, mimetizando a
aparéncia do dente, a sua estabilidade dentro do ambiente oral, a sua ficil manipulacao
clinica e ainda o facto de melhorarem a polimerizacao quando expostas a LED ou outras

ondas de luz azul (Jandt & Sigusch, 2009).

A técnica de aplicacdo das resinas compostas consiste na compactacdo de
incrementos de 2mm de resina na cavidade a restaurar seguido da exposi¢do a luz azul
de um fotopolimerizador, voltando-se a incrementar 2mm de resina ou menos € a
fotopolimerizar, até a cavidade estar preenchida. A técnica de camadas para o
composito a base de resina fotopolimerizavel foi desenvolvida para superar o problema

de contraccao de polimerizagdo e garantir que a polimerizacao seja adequada.

Actualmente os compositos ainda apresentam algumas destas desvantagens, tais
como: a contrac¢ao de polimerizacdao, problemas de infiltragdo de carie na interface
dentina-resina, coeficiente de expansao térmica elevado e uma resisténcia ao desgaste
relativamente baixa em comparagdo a amalgama dentédria. Para além de tudo isto, a
libertacdo de mondémeros nao polimerizados, das resinas compostas, pode levar a efeitos

citotoxicos nos tecidos gengivais circundantes (Jandt & Sigusch, 2009).

Ao longo das ultimas décadas tém desenvolvido a 4rea dos materiais dentdrios com
o intuito de melhorar e desenvolver as resinas compostas, de forma a aumentar a sua
resisténcia e a sua longevidade clinica, tendo sido melhorada a sua matriz, capacidade
de preenchimento e a tecnologia iniciadora presente na sua polimerizacdo. Estas
evolucdes levaram os compositos a adquirir taxas de sucesso clinico comparaveis ou

superiores as da amalgama (Zorzin et al., 2015).

Os principais componentes das resinas compostas sdo os agregadores inorganicos, a

matriz de resina organica e o seu agente de ligacdo, o silano. A matriz organica

12
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representa cerca de 20-40% da constitui¢do do compdsito e ¢ composta principalmente
por compostos monoméricos incluindo monémeros base, co-mondémeros e aditivos

(Ersev, Schmalz, Bayirli, & Schweikl, 1999).

A maioria das matrizes de resina consiste numa mistura de varios monomeros de
metacrilato, tais como o bisfenol metacrilato de glicidila (Bis-GMA) e o dimetacrilato
de uretano (UDMA) em combinagdo com co-mondmeros de menor viscosidade tais
como dimetacrilato de trietilenoglicol (TEGDMA), dimetacrilato de tetraetilenoglicol
(TEEGDMA), dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA), dimetacrilato de
neopentilglicol (Neopen) ou dimetacrilato de dietilenoglicol (DEGDMA), iniciadores
como cloreto de ipeniliodonio (DPIC), conforoquinona (CQ), peroxido de benzoilo
(BPO), metacrilato de dimetilaminoetilo (DMAEMA), dimetil-para-toloidina (DMPT) e
ainda contaminantes tais como trifenil-stibane (TPSB) e / ou trifenilfosfano (TPP)
(Schweikl, Spagnuolo, & Schmalz, 2006; Shehata et al., 2013).

Bowen no inicio dos anos 60 introduziu o monémero Bis-GMA como o primeiro
monondmero adequado para ser incorporado nas resinas compostas, destinadas a serem
usadas como material restaurador dentario directo. O Bis-GMA ¢ um mondmero
altamente viscoso devido aos seus grupos hidroxilo que aumentam sua polaridade.
Geralmente ¢ diluido com um dimetacrilato de trietileno glicol monomérico linear de
baixo peso molecular (TEGDMA). A diluigao de Bis-GMA com TEGDMA reduz a sua
viscosidade, melhora as suas propriedades de manipulacdo e o seu grau de conversao.
No entanto, a dilui¢do de Bis-GMA com TEGDMA mostrou estar associada ao aumento

da contracg¢ao de polimerizagdo e adsorcao de agua (Alshali, Salim, Sung, Satterthwaite,

& Silikas, 2015).

O UDMA ¢ um monémero base de baixa viscosidade que tem peso molecular
proximo do Bis-GMA, no entanto, a auséncia dos anéis de fenol no UDMA resulta

numa estrutura mais flexivel e com alta dureza em comparagdo com Bis-GMA (Alshali

et al., 2015).

O Bis-EMA ¢ um analogo do Bis-GMA com baixa viscosidade devido a auséncia
de grupos hidroxilo. O Bis-EMA esta disponivel em diferentes pesos molares,
dependendo do comprimento da cadeia de 6xido de etileno entre os grupos aromatico e

metacrilato funcional e o aumento do grau de etoxilagdo do Bis-EMA reduz ainda mais

13
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a viscosidade e aumenta a conversdo, mas também aumenta a absor¢do de agua e

diminui a resisténcia a flexao (Alshali et al., 2015).

Combinagodes e proporgdes variaveis de mondmeros sdo usados nas varias resinas
compostas comercialmente disponiveis actualmente, resultando em diferentes sistemas
de copolimeros, o que influéncia o grau de conversao dos mondémeros e a estrutura de
copolimeros dos diferentes compositos. A sintese de novos monomeros dentarios ¢
principalmente impulsionada pelo objetivo de reduzir a contrac¢do de polimerizagdo,
aumentando a biocompatibilidade dos materiais e maximizando o potencial de

polimerizacdo (Alshali et al., 2015).

Grande parte do esfor¢o cientifico e de produgdo nos ultimos anos tem-se focado na
melhoria da frac¢do das particulas dos seus compostos, proporcionando uma grande
variedade de novas formula¢des em micro ou nanoescala na tentativa de assim se
melhorar as suas propriedades mecénicas e estaticas. Por outro lado, tém sido feitos
poucos progressos em relagdo a matriz resinosa destes materiais, que € constituida por
monomeros de metacrilato, na maioria dos produtos comercialmente disponiveis

(Kritka, Spagnuolo, Schmalz, & Schweikl, 2013).

2.1.  Bulk Fill

Em resposta as desvantagens associadas a técnica incremental, tais como a
possibilidade de contaminagdo entre camadas, a dificuldade de manipulagao devido ao
acesso limitado em cavidades mais pequenas € o maior despendio de tempo entre
colocagdes e polimerizacdes entre camadas, surgiram recentemente as resinas
compostas Bulk Fill. Estas promovem a transmissdo de luz de forma a permitir a
obten¢do de uma profundidade de polimerizacdo até 4mm, sendo assim possivel fazer

aplicagdes de uma s6 camada até 4mm de espessura (Cebe et al., 2015).

Até agora ja foram efectuados estudos com resultados positivos relativos a
utilizacdo destas resinas € o seu comportamento a nivel de qualidade de adaptacdo
marginal, deflexdo cuspidica, microinfiltracdo, adesdo a dentina, grau de conversao e

profundidade de polimerizacao (Cebe et al., 2015).
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Entre as possiveis desvantagens relativas as Bulk Fill, estd o facto de a
polimerizacao do material ndo ser completa ou insuficiente, pelo que nestas resinas foi
melhorado o sistema de iniciadores de polimerizacdo de forma a combater esta possivel
lacuna. No entanto, sabe-se que mesmo com um sitema de iniciadores melhorado o grau
de conversdao dos mondmeros destas resinas em polimeros, ndo ¢ completo. O grau de
conversdo diminui proporcionalmente com o aumento da profundidade do material, a
energia associada ao aparelho fotopolimerizador diminui durante a passagem através de
compositos de resina por causa do fendmeno de dispersdo da luz, devido ao tamanho e
ao indice de refracdo das particulas de preenchimento. Uma diminui¢do do grau de
conversao reduz a dureza final do material, aumenta a libertacio de mondmeros e
aumenta consequentemente a citotoxicidade do material (Chun, Har, Lim, & Lim, 2016;

Marigo et al., 2015; Toh, Yap, & Lim, 2015).

Como vantagens, as Bulk Fill, para além exigirem menos tempo de aplicagdo, tém
menor contrac¢ao de polimerizacdo, menor deformacdo cuspidea e boas forcas de
adesdao independentemente da técnica de enchimento ou da configuracdo da cavidade a

restaurar (Ilie & Stark, 2014).

A avaliagdo feita num estudo de cinco anos mostrou resultados clinicos aceitaveis
com a nova técnica de preenchimento em bloco das Bulk Fill, semelhantes aos das

técnicas convencionais de colocagdo incremental (Dijken & Pallesen, 2016).

2.2. Monomeros

Os mondmeros sdo particulas constituintes das resinas compostas que através de
uma reac¢ao em cadeia, iniciada pela luz fotopolimerizadora, forma polimeros, que dao

a consisténcia final do material restaurador.

A libertacdo de substincias integrantes das resinas compostas pode ocorrer em dois
momentos: durante a adaptagdo da resina composta e mais tarde quando a resina ¢
degradada. O primeiro momento estd relacionado com o grau de conversdo ou com o
encadeamento dos oligomeros em polimeros (Hanks, Strawn, Wataha, 1990;

Ratanasathien et al., 1995).
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Os mondmeros de resina dentaria que sdo libertados da matriz de resina sobretudo
por ndo terem sido polimerizados influenciam vérias fun¢des bioldgicas e a viabilidade

celular no ambiente oral (Bakopoulou et al., 2009; Schweikl et al., 2006).

Entre os varios mondémeros, 0 HEMA ¢ o TEGDMA sdo os principais mondémeros
libertados em quantidades relativamente elevadas de materiais restauradores. Considera-
se que esses mondmeros aumentam a formacgao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
levando ao aumento do stress oxidativo e a perturbacdo da homeostase intracelular
(Kritka et al., 2013). Consequentemente ¢ provavel que estes mondmeros de resina
tenham varios efeitos nas células, incluindo inflamagdo, inibicdo da proliferagdo ou
diferenciacao celular e apoptose (Gallorini, Cataldi, & di Giacomo, 2014). O HEMA,
em fibroblastos gengivais humanos, provoca reac¢des inflamatérias, com aumento da
expressao do fator-a e ciclooxigenase tumoral (COX) -2 e a libertacio de
prostaglandina E2. Do mesmo modo, TEGDMA demonstrou induzir a produgdo de
mediadores inflamatorios como COX-2, prostaglandina E2 e prostaglandina F2a em
células da polpa dentaria humana. Além disso, a libertacio de HEMA ¢ TEGDMA ¢
conhecida por causar dermatite de contato alérgica in vivo (Aalto-Korte K, Alanko K,

Aalto-Korte, Alanko, Kuuliala, & Jolanki, 2007; Bando et al., 2014).

O TEGDMA que nao polimerizou tem efeitos citotoxicos, genotoxicos, mutagénicos
e alergénicos, exibindo toxicidade sistémica e local. Os mondémeros de TEGDMA
podem servir de substrato a microrganismos que colonizam o espago marginal,
promovendo desta forma a proliferagdo de microrganismos cariogénicos como
Lactobacillus acidofilus e Streptococcus sobrinus (Lagocka, Jakubowska, Chlubek, &
Buczkowska-Radliska, 2015).

Estudos in vitro em que fibroblastos humanos foram expostos a HEMA, mostram
que na presenca de saliva a toxicidade deste mondémero diminui, verificando-se uma
diminuigao de fibroblastos necroéticos quando comparado com os resultados obtidos no

mesmo ensaio experimental mas sem a presenca de saliva (Gallorini et al., 2014) .

Apesar do HEMA e do TEGDMA serem os mondmeros mais libertados a partir de
materiais a base de resina ndo sdo os mais toxicos. Nos fibroblastos humanos a
toxicidade dos monomeros por ordem decrescente ¢: o Bis-GMA, o UDMA, o
TEGDMA e finalmente o HEMA (Durner, Walther, Zaspel, Hickel, & Reichl, 2010;
Urcan et al., 2010).
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A causa fundamental dos efeitos colaterais induzidos por mondémeros de resina ¢ o
stress oxidativo, que ¢ mediado pela formagdao de ROS. No entanto, as ROS podem
regular a expressdo de genes sensiveis a reacdes de reducdo-oxidacdo e ativar vias de
sinalizagdo para varias fungdes, incluindo proliferacao e diferenciagdo celular (Kwon,

Park, Zhu, & Yang, 2015).

O HEMA e o TEGMA tém sido indicados como causadores de efeitos inibitorios
sobre a proliferagao e diferenciacdo celular em polpa dentaria humana e em dentina.
Além disso, o HEMA induz a apoptose em macrofagos de ratos através de danos
oxidativos no DNA por uma via mitocondrial intrinseca ou por aumento da producao de
ROS (Krifka et al., 2013). Dado que os osteoclastos sdo as células mais importantes
para a regulacdo da periodontite, uma doenga inflamatdria cronica das gengivas com
destruicao Ossea grave, ¢ particularmente importante determinar se esses monomeros
podem ter efeitos inflamatdrios ou inibitorios sobre osteoclastos (Gallorini et al., 2014;

Inamitsu et al., 2017).

2.3. Polimerizacao

A polimerizacdo de um material consite numa reac¢do iniciada por luz, de

conversao de monomeros em polimeros.

O grau final de conversdao dos mondémeros em polimeros depende principalmente de
fatores intrinsecos, como a estrutura quimica e concentracao dos mondémeros, do foto-
iniciador e de fatores extrinsecos, como condi¢cdes ¢ modos de polimerizagao. Os
fabricantes explicam que a maior profundidade de polimerizagdo dos compdsitos de
resina Bulk-Fill ¢ devida ao sistema iniciador mais potente e maior translucidez do

material (Rothmund et al., 2017).

Se um compodsito de resina ativado por luz ndo receber energia suficiente aos
comprimentos de onda correctos a polimerizacdo fica incompleta e isso pode resultar
em desgaste e maior desagregacdo da restauracdo nas margens, reducdo da forga de
unido entre o dente e restauracdo, dureza reduzida e maior citotoxicidade. Hoje em dia,

Ja existem varias versoes refor¢adas de aparelhos de polimerizagdo tal como o emissor
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de luz de diodo, de arco de plasma, entre outros que emitem maior intensidade de luz

que os convencionais (Ergun, Egilmez, & Cekic-Nagas, 2011).

A intensidade de luz efectiva disponivel para a fotoactivagdo de mondémeros de
resina ¢ influenciada pela distancia entre a ponta do fotopolimerizador e o composito de
resina. Idealmente, a ponta do fotopolimerizador deve estar em contacto directo com a
superficie da restauracdo. No entanto, as vezes a configuracao da cavidade ndo permite
uma polimerizacdo eficiente a esta distancia. Como consequéncia, a distancia entre a
ponta da luz e a restauragdo torna-se num parametro que ao influenciar a polimerizacao

influencia também a citotoxicidade (Ergun et al., 2011).

No conjunto de componentes extraiveis dos materiais restauradores feitos a base de
resina, incluem-se também as substancias do seu sistema de polimerizagdo, tais como
fotossensibilizadores e iniciadores. O fotossensibilizador mais comummente utilizado ¢
a canforoquinona. Esta substancia ja se provou ser libertada das resinas compostas, no
entanto existem poucos estudos relativos aos seus potenciais efeitos adversos (Atsumi,
Ishihara, Kadoma, Tonosaki, & Fujisawa, 2004). Contudo, nos estudos ja efectuados
demonstrou-se que a canforoquinona e outros agentes iniciadores sdo citotoxicos para
fibroblastos gengivais humanos, induzindo interrup¢des no ciclo celular, alteragdes no
DNA e morte celular na forma de necrose, mostrando a sua citotoxicidade e

genotoxicidade (Bakopoulou, Papadopoulos, & Garefis, 2009).

3. Biocompatibilidade e Biomateriais

Um biomaterial ¢ um material que foi feito para ser implantado no organismo de
forma a reparar ou substituir um tecido em caso de doenga ou de lesdo. Estes materiais
tém de ser biocompativeis, isto ¢, biologicamente integraveis com as células dos tecidos
onde vao ser colocados, de modo a ndo serem rejeitados pelo seu receptor e ndo
induzirem reacdes de toxicidade (Bakopoulou, Papadopoulos, & Garefis, 2009; Wataha
et al., 1999).

De forma a averiguar a biocompatibilidade de um material é necessario efectuar
varios testes biologicos. Estes testes tém como objectivo evitar a ocorréncia de efeitos

adversos in vivo. Os efeitos podem ser locais, sistémicos ou ambos. Diferentes efeitos

18



INTRODUCAO

secundarios resultantes da exposicdo a um material incluem reacgdes toxicas, alérgicas,
cancerigenas e teratogénicas (Mjor, 1990).

Em medicina dentaria, todos os materiais utilizados interagem com os tecidos orais,
provocando alteragdes tanto nos tecidos adjacentes como no proprio material em si, pois
nio existem materiais inertes, as interac¢des mutuas entre os tecidos e o material
conduzem a uma resposta bioldgica equilibrada, sendo esta resposta a confirmagdo da

biocompatibilidade do material (Hanks, Strawn & Wataha, 1990).

Existe uma conjugacdo de varios factores que pode alterar a biocompatibilidade de
um material, tais como a resposta do hospedeiro, o ambiente e também as condigdes a
que o material ¢ sujeito (Vitral, 2008). A composi¢do e estrutura quimica do material a
utilizar afectam a quantidade e o tipo de substancias quimicas, eventualmente toxicas,
que sao libertadas do material ao longo do tempo. Contudo, a abundancia relativa das
substncias eventualmente toxicas presentes no material ndo permitem prever a

quantidade nem as proporg¢des dos quimicos libertados (O’Brien, 2008).

Para a utilizagdo de novos materiais como biomateriais estes t€ém de ser submetidos
a aprovacao das entidades governamentais, que documentardo possiveis reacgdes
adversas ao material. Esta informagdo inclui a histéria do material, a sua composi¢ao
quimica e os resultados dos testes de biocompatibilidade aos quais o material foi sujeito,
variando estes testes conforme a aplicagdo do produto e o prazo de permanéncia do

produto no corpo (O’Brien, 2008).

A Internacional Organization for Standardization (ISO) implementou normas para
definir os métodos dos testes de Biocompatibilidade: ISO 10993 e ISO 7405. O
objectivo principal do padrao ISO 10993 ¢ a protecao de seres humanos de potenciais
riscos biologicos associados a utilizagdo de dispositivos médicos (ISO 10993-1, 2009),
incluindo os materiais dentdrios. A norma ISO 7405 complementa a anterior e
especifica métodos de ensaio para a avaliacdo dos efeitos biologicos dos dispositivos
médicos utilizados em Medicina Dentaria (ISO 7405, 2008).

A Internacional Organization for Standardization (ISO) e o Council on Dental
Materials, Instruments and Equipment of the American Dental Association sugerem a
aplicacdo de varios ensaios in vivo e in vitro para estudar a biocompatibilidade dos
materiais dentérios: citotoxicidade, hemocompatibilidade, teste de implantacao,

irritagdo/reatividade intracutanea, sensibiliza¢do, toxicidade sistémica, pirogenicidade e
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USP classe VI. Este tltimo, o teste USP, consiste em avaliar a biocompatibilidade de
dispositivos médicos, realizando testes in vivo de trés tipos: aplicacdo de injeccdo intra-

sistémica, intra-cutanea e implantacdo do material a testar (Pacific BioLabs, 2009).

No desenvolvimento de qualquer biomaterial restaurador, a biocompatibilidade deve
ser considerada além da durabilidade, da estética e da sua facilidade de manipulagdo

clinica (Ratanasathien et al., 1995).

Nao existe um método definido como o ideal para testar a toxicidade dos materiais
restauradores e avaliar os seus efeitos biologicos, devendo ser aplicados varios testes
para estabelecer o perfil da toxicidade dos materiais antes da sua introducdao no
mercado. Apesar de inicialmente os materiais serem avaliados in vitro com ensaios de
citotoxicidade, note-se que estes resultados podem ndo ser iguais in vivo e refletirem

diferentes resultados de toxicidade na préatica clinica (Mjor, 1990).

4. Toxicidade

A toxicidade dos materiais dentarios ¢ um dado importante para compreender e
prever o seu potencial efeito adverso a saude (Geurtsen, 2003; Samuelsen, Dahl,
Karlsson, Morisbak, & Becher, 2007; Schmalz, 2002).

De modo a determinar a toxicidade molecular das substancias libertadas pelas
resinas compostas tém-se desenvolvido varias técnicas para a avaliagdo do risco,
avaliacao da exposicao, identificagdo do perigo e analises dose-resposta. Varios estudos
mostram que os efeitos citotoxicos e genotdxicos podendo conduzir a perturbacdes
significativas e irreversiveis das funcdes celulares bésicas (Bakopoulou et al., 2009;
Bakopoulou, Triviai, Tsiftsoglou, & Garefis, 2006).

Do ponto de vista biologico, existem preocupagdes acerca da biocompatibilidade e
estabilidade bioquimica de mondmeros ¢ aditivos de resina para doentes e dentistas.
Além disso, tem havido uma pesquisa intensiva sobre o potencial de iniciagdo de
tumores e efeitos duradouros por xenobidticos perigosos em materiais dentdrios. Os
mondmeros, co-mondémeros € aditivos ndo polimerizados sdo xenobidticos que podem
ser libertados a partir de materiais a base de resina dentéria durante a inser¢do e mesmo

apos a polimerizacdo por meio de processos fisicos e quimicos directamente na
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cavidade oral, ou através de microcanais dentindrios na polpa onde podem atingir
concentragdes milimolares. Na polpa, podem danificar as células residentes e/ou atingir
a corrente sanguinea. Apos a absor¢do celular de monémeros ou co-mondmeros, estes
podem formar radicais intermediarios, que podem ser metabolizados em compostos
epoxi. Os intermediarios epoxi tém potencial para atacar biomoléculas (através da
formagdo de radicais), dentre as quais 0 DNA ¢ o alvo mais critico (Schweikl, Schmalz,
& Spruss, 2001). Os mondémeros podem induzir efeitos mutagénicos e cancerigenos em
células orais e ndo s6. Além disso, tém o potencial de aumentar os niveis ROS (Krifka
et al., 2013). As ROS s3o mediadores reactivos da cascata de sinalizagdo e niveis
elevados de ROS podem interromper o equilibrio redox celular, resultando em danos
oxidativos do DNA e em apoptose célular. As ROS podem induzir efeitos toxicos
adversos nas células afetadas ou no organismo e podem induzir mutagdes no DNA
designadas a genotoxicidade, incluindo teratogenicidade. Além disso, os componentes
nao polimerizados das resinas compostas podem induzir reagdes citotoxicas em
fibroblastos gengivais humanos, reduzindo a viabilidade celular, devido a lesdes na
membrana plasmatica, fragmentagdo de DNA e aumento da morte celular (Krifka et al.,

2013; Schweikl et al., 2006; Shehata et al., 2013).

Sabe-se que o grau de difusdo dos mondémeros de resina através da dentina ¢
modificado por pardmetros como a espessura da dentina remanescente, a
permeabilidade da dentina ou a localizagdo da dentina em contacto com o material
resinoso influenciando consequente as suas manifestacdes toxicas (Hume e Gerzina,
1996; Mjor e Ferrari, 2002).

Os mondémeros de resina que influenciam as vias de transdugdo de sinal que
respondem ao desequilibrio do estado redox celular podem também ser capazes de
alterar os efeitos das moléculas reguladoras como factores de crescimento e assim,
influenciar uma variedade de fungdes na homeostase do complexo polpa-dentina
(Goldberg e Smith, 2004). Os mecanismos celulares como por exemplo, a atividade
secretora de odontoblastos ou de células semelhantes a odontoblastos, também pode ser
afetadas. Embora a relagdo entre a gravidade da lesdo celular tolerada pelos
odontoblastos e a sua sobrevivéncia ndo seja clara, as concentragdes de mondmeros na
polpa podem ser suficientemente elevadas para modificar, indirectamente, as respostas
de reparagdo apropriadas como a regulagdo da dentinogénese reaccionaria (Goldberg e

Smith, 2004; Qin et al., 2004).

21



EFEITO CITOTOXICO E GENOTOXICO DE TRES RESINAS COMPOSTAS BULK FILL UTILIZADAS EM DENTISTERIA

J& foram descritos varios episodios de dermatite de contacto alérgica provocada por
mondémeros de resina em trabalhadores na area da medicina dentaria e também em
doentes de medicina dentéria expostos a materiais resinosos (Bando et al., 2014).

Alguns estudos aplicados as resinas Bulk Fill jA demonstraram que gragas a sua
polimerizacdo incompleta e consequente libertagdo de mondmeros pode provocar
algumas reacc¢des alérgicas, incluindo dermatite de contacto, gengivite e ulceragdes
locais (Alshali et al., 2015).

Os esfor¢cos combinados que estdo a ser feitos no campo da toxicologia celular sobre
monomeros de resina melhorardo a compreensao de possiveis disturbios sistémicos,
bem como a identificagdo de potenciais efeitos adversos locais cronicos causados por

materiais dentarios (Schweikl, 2006).

4.1. Citotoxicidade

A citotoxicidade corresponde a potencialidade toxica de uma substancia a nivel
celular. Actualmente existem varios modelos de testes in vitro propostos pela
Internacional Standard Organization (ISO) 10993 para avaliar a citotoxicidade de
biomateriais. Estes incluem o modelo de teste de contato direto onde o biomaterial entra
em contato com a camada celular; o teste de contacto indirecto onde existe uma barreira
entre o biomaterial ¢ a camada celular e o teste de extracto onde as cé€lulas sao expostas
ao eluido do biomaterial. O objectivo de ter trés modelos de teste diferentes ¢
proporcionar uma avaliagdo mais rigorosa da citotoxicidade do biomaterial (Lim et al.,
2016).

Os testes de citotoxicidade in vitro, tém a vantagem de se poder controlar os factores
experimentais, o que nao ¢ possivel em experiéncias in vivo. In vitro os métodos sao
reprodutiveis, ha uma boa relagdo de custo-beneficio e sdo adequados para a avaliagao

das propriedades bioldgicas basicas dos materiais dentarios.

Materiais ndo biocompativeis ou citotoxicos podem causar inflamacdo de tecidos a
curto ou longo prazo ou morte celular. Até agora, tem havido numerosas publicacdes

relativas a citotoxicidade in vitro de vérios materiais dentarios, alguns deles tém-se
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centrado na avaliagdo da citotoxicidade dos mondmeros e oligdmeros puros e outros na
citotoxicidade dos eluentes dos materiais (Rodrigues-lozano, 2013). Sabe-se que
também que o nivel de citotoxicidade de um material pode alterar-se ao longo do tempo

(Mahasti, Sattari, Romoozi, & Akbar-Zadeh Baghban, 2011).

Todos os ensaios de citotocixidade sdo projectados para a analise da proliferacio e
viabilidade celular. Estes ensaios exigem uma boa técnica e pratica laboratorial,
consistem numa sequéncia protocolada de ac¢des. No entanto, quando falha um passo
ou quando muda o operador podem induzir resultados dispares, além de que podem
existir interferéncias na leitura das amostras uma vez que estas sdo baseadas em
deteccdes Opticas para a maioria dos ensaios, tais como a absorvancia, luminescéncia ou

fluorescéncia, que sao vulneraveis a distor¢des involuntarias (Urcan et al., 2010).

4.1.1. Ensaio do MTT

Um dos testes de citotoxicidade mais utilizados € o ensaio do MTT. O ensaio do
brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-11]-2,5-difeniltetrazolio (MTT), foi inicialmente descrito
por Mosmann (1983), e consiste num método colorimétrico de determinacao da
viabilidade celular, avaliando a citotoxicidade de um determinado composto. O ensaio
consiste na redugao metabdlica do MTT, um sal de cor amarela, que por agdo das
desidrogenases mitocondriais convertem este sal num produto de cor purpura, o
formazan. Este processo s6 decorre se as células estiverem vidveis, se as mitocondrias
estiverem funcionais, ou seja se a membrana interna das mitocondrias estiver intacta
permitindo a actividade das desidrogenases membranares. Quanto menor for a
viabilidade celular menor sera a redu¢do do MTT ¢ menor serda o valor da sua
absorvancia no espectrofotometro, sendo entdo a concentragao de formazan formado
directamente proporcional a actividade mitocondrial e por conseguinte a viabilidade

celular (Meerloo, Kaspers & Cloos, 2011; Castro-garza et al., 2017).

4.1.2. Ensaio do Cristal Violeta

O ensaio de coloragdo com cristal violeta (CV) ¢ outro ensaio simples e reprodutivel

de citotoxicidade, muito semelhante ao MTT. Neste ensaio € utilizado o cristal violeta
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como solucdo corante, esta solu¢do corresponde a um corante de trifenilmetano também
conhecido como violeta de genciana, que tal como o MTT permite a realizagdo de um
teste colorimétrico, através da coloragdo especifica das células viaveis. Este agente vai
corar o DNA das célilas pelo que em alguns casos, todas as células aderentes, incluindo
células mortas, sdo consideradas como células viaveis devido a coloragdo ndo especifica
do cristal violeta, como também acontece em outros ensaios protéicos, sendo este ensaio
por este motivo um ensaio complementar tendo sempre os resultados de outra
experiéncia de viabilidade celular como referéncia (Almutary & Sanderson, 2016;

Castro-garza et al., 2017; Chiba, Kawakami, & Tohyama, 1998).

A diferenga entre o ensaio do cristal violeta e do ensaio do MTT ¢ que através de
um definimos a citotoxicidade através da morte celular e outro através da actividade

metabdlica, respectivamente (Almutary & Sanderson, 2016).

4.2. Genotoxicidade

A genotoxicidade ou toxicologia genética consiste num ramo da toxicologia em que
se avaliam os efeitos de agentes quimicos e fisicos provocados no DNA e nos processos
genéticos das células vivas. Existem quatro tipos de estudo dos efeitos nocivos onde se
avalia e identifica o risco, sendo estes os seguintes: classificacdo pela relagao estrutura
actividade, onde ¢é feita uma estimativa da toxicidade de um xenobidtico através de
comparagdes com outros compostos quimicamente semelhantes ao composto em
estudo; ensaios in vitro que avaliam a ac¢ao do xenobiotico em células ou organismos
unicelulares; estudos in vivo, através da administracdo do xenobidtico em animais ou
plantas sob condi¢des controladas; e estudos epidemiologicos, através da observacao de
uma populagdo exposta ao xenobidtico (Klaassen, 2007).

Geralmente, o principal objectivo ¢ testar directamente a influéncia citotoxica do
material, contudo, na area dos materiais dentarios o foco da questdo esta especialmente
dirigido para os efeitos que o material pode ter a longo prazo, sendo para isso mais
adequados os testes de genotoxicidade e mutagenicidade (Miiller, Eisentrdger, Jahnen-
Dechent, Dott, & Hollender, 2003; Stea et al., 1998). Genotoxicidade e mutagenicidade

tém diferentes definicdes, mutagenicidade refere-se a producdo de alteragcdes genéticas
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transmissiveis, enquanto a genotoxicidade provoca mutacdes mas estas nao sdo
transmissiveis de célula para célula nem de geragdo em geragdo (Klaassen, 2007).

Os ensaios de genotoxicidade sdo utilizados para identificar os agentes mutagénicos
e potenciais cancerigenos de células germinativas e somaticas. Estes ensaios conseguem
detectar diversos tipos de alteragdes genéticas relevantes para a saude humana,
incluindo mutagdes genéticas, aberracdes cromossomicas e aneuploidias. Os ensaios
tém como finalidades identificar agentes mutagénicos de forma a avaliar o risco e
caracterizar a relagdo dose-resposta e identificar os mecanismos mutagénicos associados
(Klaassen, 2007). Os testes de toxicologia genética apresentam como vantagens: as suas
técnicas de baixo custo, resultados rapidos, fornecem informagdes relativas aos
mecanismos mutagénicos € permitem o planeamento de testes de longo prazo in vivo
(Klaassen, 2007).

O risco de contacto com substancias potencialmente mutagénicas ocorre sempre que
0 corpo esta exposto a biomateriais implantados para substituir ou integrar uma parte
anatomica do corpo. Este principio basico indica a importancia da determinagdo da
seguranca de um material implantado no corpo humano, do ponto de vista genotoxico,

como ¢ o caso dos materiais dentarios (Stea et al., 1998).

Actualmente, através de alguns estudos ja efectuados sabe-se que certos
componentes presentes nas resinas compostas, tal como o TEGDMA, podem induzir

alteragdes no DNA e a morte celular em células orais humanas (Shehata et al., 2013).

4.2.1. Ensaio dos Micronucleos

O desenho do protocolo ¢ crucial para a obten¢do de resultados significativos na
avaliagdo do potencial genotoxico da substancia a testar. A escolha do sistema celular, a
duragdo do tratamento, a utilizacdo de um bloqueador de citocinese, a adicdo de
componentes metabolicos, pode influenciar significativamente o resultado do teste.
Usando células primdrias ou linhas celulares, a durag@o do ciclo celular ¢ essencial para
definir a duragdo da cultura. A duracdo do tratamento deve abranger todas as fases do
ciclo celular para permitir uma interac¢do correcta das substancias em teste, com todos
os componentes celulares potencialmente relevantes para a genotoxicidade (Kirsch-

Volders et al., 2011).
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O micronucleo ¢ um nuacleo adicional e separado do nucleo principal da célula,
formado por cromossomas ou fragmentos de cromossomas que nao sdo incluidos no
nucleo principal no final da mitose e que ficam no citoplasma. Estes microntucleos sao
indicadores de que houve alteragcdes nos cromossomas devido a presenga de um agente
estranho ao organismo, um xenobidtico, que provoca uma quebra na molécula de DNA
(Fenech, 2000).

Embora os mecanismos de reparacdo celular sejam eficientes, nem sempre
conseguem reverter os efeitos durante a mitose e meiose, dos agentes clastogénicos, que
sdo agentes fisicos ou quimicos capazes de provocar quebras no ADN dos
cromossomas, ¢ dos agentes aneugénicos, agentes quimicos que interferem na ligagao
entre os cromossomas € o fuso mitotico sendo assim capazes de provocar aneuploidias e

poliploidias (Holland et al., 2008).

Os micronacleos podem ser Unicos ou multiplos, € t€ém de preencher os seguintes
critérios: 1. Estrutura da cromatina (histonas ¢ ADN) e intensidade da cor similar ou
mais fraca do que a do nucleo principal; 2. Membrana nuclear visivel; 3. Formato
arredondado; 4. Localizagao dentro do citoplasma; 5. Didmetro 5 vezes menor do que o

nucleo principal (Fenech, 2000).

A relevancia toxicologica do teste do microntcleo esta bem definida: ¢ um teste
genotoxico com varios alvos, avalia ndo sé eventos clastogénicos € aneugénicos como
também alguns efeitos epigenéticos; ¢ simples de avaliar, ¢ preciso e aplicavel em
diferentes tipos de células. Além de ser preditivo de cancro, permite uma boa
extrapolacdo para potenciais limites de exposicdo e determinacao de limiares, além de
poder ser aplicado em experiéncias in vitro e in vivo (Kirsch-Volders et al., 2011).

O teste do microntcleo tem a vantagem de ser de baixo custo, rapidez de analise
para triagem de grande nimero de substancias, e de permitir considerar e avaliar as
alteragdes cromossomicas nas diferentes fases da farmacocinética dos medicamentos. O
procedimento técnico ¢ facil, simples, sendo através deste método facil observar e
contar as alteragdes cromossdmicas, ¢ uma técnica que ndo exige um técnico com uma
alta especializacdo, como nos casos de outros ensaios de alteracdes cromossdmicas
(Flores & Yamaguchi, 2008).

O aumento da frequéncia de micronicleos ndo traduz a possibilidade da célula

desenvolver uma transformacdo maligna, na medida em que a técnica ndo permite
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avaliar a importancia dos fragmentos de DNA separados, nem verificar se o DNA no
micronucleo pode ou ndo ser transcrito. No entanto, se houver uma exposi¢ao constante
a agentes genotoxicos a capacidade de reparagdo do organismo ird diminuir, o que
levara a ocorréncia de fendmenos degenerativos capazes de gerar a morte celular ou por
outro lado levar a danos cumulativos originando transformagdes malignas (Carrard,
Costa, Ferreira, & Lauxen, 2007).

De forma a melhorar a técnica do microntcleos utilizada na avalia¢do de alteracdes
no DNA em humanos, foi criado o Human MicroNucleos Project. Este projecto
internacional tem como objectivos recolher todas as informacdes relativas aos
micronucleos, tais como frequéncias de MN em diferentes populagdes humanas e em
diferentes tipos de células. Estas informacgdes serdo uteis para: determinar a extensao
dos valores normais de MN em diferentes laboratdrios e a influéncia de alguns factores
que potencialmente afectam a frequéncia de MN, como a idade, o género, os estilos de
vida; fornecer informacdes sobre o efeito de determinadas alteracdes no protocolo
experimental; ser possivel desenhar um protocolo especifico para cada tipo de células; e
para determinar, em que medida a frequéncia de MN pode ser considerada um
biomarcador valido para o envelhecimento e para o risco de doengas como cancro
(Fenech, Holland, Chang, Zeiger, & Bonassi, 1999).

Segundo um levantamento levado a cabo por Bonassi em 2009, foram identificados
os desafios futuros para o projecto Humano de Micronticleos, nomeadamente: defini¢ao
das variaveis chaves, técnicas e epidemioldgicas, que t€ém impacto sobre as frequéncias
de micronucleos em células do epitélio oral em populagdes humanas medidas usando os
protocolos actuais ndo standarizados; projectar os estudos intra e interlaboratoriais
necessarios para quantificar essas variaveis e produzir protocolos padrdao fiaveis e
solidos. O protocolo de um teste do micronucleo exige: recolha e armazenamento de
células orais ou utilizagdo de células de uma linha celular; a sua preparagao e coloragao;
a identificacdo do tipo de células, os diferentes indicios de alteragdes, registo de dados,
analise dos dados e posterior relatorio; determinar se a frequéncia de micronticleos em
células orais pode ser usada como previsdo do desenvolvimento de cancro e de outras

doengas degenerativas (Bonassi et al., 2009).
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II.

OBJECTIVO

O principal objectivo deste estudo consiste em verificar se os extractos das resinas

compostas Filtek'™ Bulk Fill, Tetric EvoCeram® Bulk Fill e Coltene Fill-Up!™ s#o

citotdxicos e/ou genotoxicos para os fibroblastos de ratinho da linha celular 3T3.

Para tal a citotoxicidade sera determinada através do ensaio do MTT e do ensaio do

cristal violeta que permitird determinar a diluicdo que provoca a morte de 50% das

células (DLso) e a genotoxicidade através do ensaio dos micronticleos.

I11.

HIPOTESES EXPERIMENTAIS

Hipdtese Nula (0) - Nao ha diferencas na viabilidade celular nem no niimero de
micronucleos ao nivel dos fibroblastos de ratinho (linha celular 3T3) quando em
contacto com os extractos das resinas compostas Filtek'™ Bulk Fill, Tetric

EvoCeram” Bulk Fill e Coltene Fill-Up!™.

Hipotese 1 - Ha diferenca na percentagem de viabilidade celular mas ndo no
namero de microntcleos ao nivel dos fibroblastos gengivais de ratinho quando
em contacto com os extractos das resinas compostas Filtek'™ Bulk Fill, Tetric

EvoCeram” Bulk Fill e Coltene Fill-Up!™.

Hipotese 2 — Nao ha diferenca na percentagem de viabilidade celular mas ha no
niamero de microntcleos ao nivel dos fibroblastos gengivais de ratinho quando
em contacto com os extractos das resinas compostas Filtek'™ Bulk Fill, Tetric

EvoCeram” Bulk Fill e Coltene Fill-Up!™.

Hipdtese 3 - Ha diferencga na percentagem de viabilidade celular e no numero de
microntcleos ao nivel dos fibroblastos gengivais de ratinho quando em contacto
com os extractos das resinas compostas Filtek™™ Bulk Fill, Tetric EvoCeram®

Bulk Fill e Coltene Fill-Up!™.
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IV. MATERIAIS E METODOS

1. Materiais

1.1.  Resinas Compostas Bulk Fill

No presente estudo, foram testadas resinas compostas do tipo Bulk Fill de trés
marcas distintas (ver Figuras 1 a 3), utilizadas no ambito da medicina dentaria em

tratamentos restauradores de dentisteria:

e RI- Tetric EvoCeram® Bulk Fill
o Mondémeros presentes — UDMA, Bis-GMA, Biss-HEMA

Figura 1 - Apresentacio comercial da resina R1 - Tetric EvoCeram® Bulk Fill

e R2 - Filtek"™ Bulk Fill
o Mondémeros presentes — UDMA, Bis-GMA, Bis-sHEMA

Figura 2 - Apresentaciio comercial da resina R2 - Filtek™ Bulk Fill

*  R3-Coltene Fill-Up!™
o Monomeros presentes — UDMA, Bis-GMA, TEGDMA

Figura 3 - Apresentaciio comercial da resina R3 - Coltene Fill-Up!™
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1.2. Linha celular

A linha celular escolhida para avaliar os efeitos citotoxicos e genotoxicos das

resinas compostas bulk fill no presente estudo, foi uma linha celular de fibroblastos de

ratinho, 3T3 (ATCC® CRL-1658™) ( ver Figura 4).

Esta linha celular deriva de fibroblastos embrionarios de ratinho e a sua escolha
deveu-se ao facto destas células terem a capacidade de mimetizarem os fibroblastos

existentes na gengiva humana (ISO 10993-5, 2009).

Uma vez que a aplica¢do das resinas se da dentro da cavidade oral mantendo um
contacto directo com o esmalte e com a dentina e aquando de restauragdes infra ou justa
genvivais estabelece um contacto directo com a mucosa gengival, optou-se por efectuar
os ensaios de toxicidade nestas células, uma vez que ja se mostraram eficazes no

processo de determinagdo de toxicidade de outros materiais dentarios.

Figura 4 - Células 3T3 Aderentes, microscopio optico invertido Axiovert 25 (Zeiss, EUA)
(Ampliagao 400x)
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1.3. Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho estdo caracterizados na Tabela 1.

Tabela 1 - Lista de Reagentes

Reagente Fonte Referéncia
Mitomycin C from Streptomyces caespitosus Sigma, Alemanha M4287
Cytochalasin B from Drechslera dematioidea Sigma, Alemanha C6762
Giemsa Merck, EUA HX252083
Di-Sodium Hydrogen Phosphate Merck, EUA F1688186141
RPMI 1640 - Roswell Park Memorial Institute (meio de | Gibco, Reino Unido | 31870
cultura)

Solugdo de Tripan Blue (0,4%); filtrado-esterilizado Sigma, Reino Unido | T8154
Brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-11]-2,5-difeniltetrazolio | Sigma, Reino Unido | M5655
(MTT)

Dimetilsulfoxido (DMSO); filtrado-esterilizado Sigma, Reino Unido | D2650
Dimetilsulfoxido (DMSO); 99% puro Merck, EUA 317275
Dulbecco's Modified Eagle’s Medium (DMEM); Sigma, Reino Unido | D5671
filtrado-esterilizado; testado para endotoxinas

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (Tampao fosfato, | Gibco, Reino Unido | 14200059
PBS) 10x; pH 6,0-7,0

Gentamicina 50mg/ml Gibco, Reino Unido | 15750037
NEM Non-essential Amino Acid Solution 100x; Sigma, Reino Unido | M7145
filtrado-esterilizado; testado para endotoxinas

Solucdo de Piruvato de Sodio 100mM (PNA) Gibco, Reino Unido | 11360039
Solugdo de anfoterizina B 250 pg/mL (Fungizona); Sigma, Reino Unido | A2942
filtrado-esterilizado

Solucdo L-glutamina-penicilina-streptomicina (200mM | Sigma, Reino Unido | G6784
L-glutamina, 10000 U/mL Penicilina, 10 mg/mL

Streptomicina); filtrada-esterilizada (penstrep-glu)

Fetal Bovine Serum Gold (FBS); pH 7,1 PAA, Austria Al1-151
Tripsina de pancreas suino; pH 6,4-7,0 Sigma, Reino Unido | 15090046
Cristal Violeta Sigma, Reino Unido | C0775
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2. Métodos

Todo o protocolo experimental de preparacao das resinas compostas e de cultura de
células foi efectuado numa camara de fluxo laminar Mars Safety Class 2 (LaboGene,
Dinamarca), de forma a assegurar as condigdes de assepsia exigidas para este tipo de

ensaios. Todo o material utilizado estava esterilizado.

2.1. Preparacao das Culturas celulares

Para iniciar todos os ensaios experimentais realizados nesta investigagdo cientifica,
comegou por se colocar as células em cultura, de forma a ter as células em condigdes

ideais nos dias em que se iniciaram 0s ensaios.

O método de conservacao de células consiste na colocagao das células em criotubos,
guardados a -80°C. Utilizou-se o contetido dos criotubos descongelando a suspensao
celular em banho-maria a 37°C. Apo6s o processo de descongelagdo estar concluido, o
conteudo do criotubo foi transferido para um tubo falcon, ao qual se adicionou 5ml de
DMEM simples. Centrifugou-se a solugcdo durante 3 minutos a 1000 rpm, de forma a
retirar o DMSO, substancia utilizada para conservar as células enquanto congeladas, ou
seja, retirou-se o sobrenadante do falcon, o pellet, constituido pelas células, foi colocado
num frasco de cultura de 25cm” (T25) juntamente com 6mL de meio de cultura
completo.

A manutencdo da cultura de células foi feita através do seu plaqueamento em
frascos de cultura 25 cm® (Sarstedt) no seguinte meio de cultura: DMEM (Sigma, Reino
Unido) suplementado com 10% de soro FBS Gold (PAA, Austria), 1% de PNA 100mM
(Gibco, Reino Unido), 1% Fungizona 250ug/ml (Sigma, Reino Unido), 1% NEM 100x
(Sigma, Reino Unido), 1% de solucdo de penstrep-glu (Sigma, Reino Unido) e 0,1% de
gentamicina 50mg/mL (Gibco, Reino Unido) (ATCC, 2013).

Seguidamente, as células foram incubadas a 37°C, numa atmosfera humidificada
com 5% CO; até se atingir uma confluéncia de cerca de 80%, alcancada esta
confluéncia realizaram-se sub-culturas. Estas sub-culturas obtém-se através da cultura
mae através de um processo inicial de tripsiniza¢do, onde se provoca a hidrolise das
proteinas que fazem a adesdo das células a parede dos frascos de cultura, possibilitando

entdo o destacamento das células. Para isto, fez-se a aspiracdo do meio de cultura
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celular, lavagem das células com tampao fosfato (PBS) 0,01M e posterior adi¢ao de
uma solugdo de tripsina a 0,25mg/mL (ATCC, 2013). A tripsiniza¢do fez-se a 37°C,
durante 2 minutos na estufa, apds a qual foi adicionado meio ndo suplementado para
diluicdo da tripsina e posterior centrifugagcdo das suspensdes celulares obtidas (3 min a
192 x g) (centrifuga Sigma, modelo 3-16 PK). Os sedimentos celulares resultantes
foram colocados em meio de cultura suplementado e foi feita a contagem do numero de
células, utilizando 10uL de células e 10uL de solucdo de tripan blue, neste processo as
células vivas adquirem uma coloragdo azul, sendo entdo colocadas na camara de
Neubauer, modelo 8100104 Hirschmann Neubauer-improved (Hirschmann, Alemanha).
Seguidamente ¢ iniciada a contagem celular, na area correspondente aos 16 quadrados

visiveis, através da sua observagdo no microscopio optico (ver Figura 5).

Figura 5 - Imagem de Microscopia Optica representativa das células 3T3 presentes numa placa de
Neubauer

A renovagdo do meio de cultura presente nos frascos de incubagao (T25) foi feita

conforme a confluéncia apresentada pelas células.

Em casos de excesso de nimero de células, procedeu-se ao congelamento de células
viaveis, de modo a serem reaproveitadas para futuros ensaios experimentais. Esta ac¢ao
consiste em ressuspender as células confluentes de um T25 em 800ul de DMEM
simples, 100ul de soro e 100ul de DMSO. Apos esta preparagdo a suspensao ¢ colocada
num criotubo e ¢ congelada lentamente, colocando inicialmente o tubo a -20°C durante

cerca de 12horas e em seguida € transferindo-o para um refrigerador a -80°C.
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2.2.  Preparacio das resinas

As resinas compostas foram manipuladas de acordo com o fabricante, sendo
aplicadas camadas de resina num molde de metal com pocos de 4mm de altura e 4mm
de diametro (ver Figura 6) e posteriormente, a resina colocada em cada um destes
cilindros foi fotopolimerizado com o fotopolimerizador de alta intensidade Elipar™
DeepCure-S LED (3M, ESPE) (Intensidade: 1470 mW/cm2 (-10%/+20%);
comprimento de onda: 430-480 nm), durante o tempo indicado pelos respectivos
frabricantes: R1 - 10 segundos, R2 - 20 segundos ¢ R3 - 5 segundos.

Apos a fotopolimerizacdo, os cilindros de resina (ver Figura 7) foram
individualmente exportados do molde metalico para um um falcon contendo meio de
cultura, numa razao de 6 cilindros para 1,5ml de meio, onde incubaram durante 24h,
sendo estas solu¢des seguidamente filtradas num filtro de 25um, para preparagao dos

extractos eluidos potencialmente citotoxicos.

Figura 6 - Molde Metalico utilizado para a confeccio dos cilindros das diferentes resinas

-

- e

Figura 7 - Cilindros resultantes da polimerizacao das diferentes resinas
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2.3. Ensaio do MTT

De modo a definir qual a concentragdo inicial de células ideal para a realizagdo
dos ensaios, foi efectuado um ensaio experimental com 3 quantidades de células: 1x10°,
2x10* e 5x10*, com oito réplicas para cada quantidade, cada uma das réplicas
corresponde a um dos 8 pocos da mesma coluna de uma placa de 96 pocos.
Adicionalmente, colocou-se DMSO nos 8 pogos de uma coluna que servira de branco,
para as leituras no espectrofotdémetro e nos 8 pogos de uma outra coluna colocou-se uma
solucdo de etanol 70%, representativa do controlo positivo que provoca a morte de
todas as células. Os valores de absorvancia a 595 nm sdo obtidos pelo leitor de
microplacas (Bio-Rad, EUA).

Ap0s a optimizacao do nimero de células a utilizar no ensaio do MTT, efectuou-
se entdo o ensaio com os extractos eluidos das resinas € com o nimero de células
escolhido através do ensaio anterior. Para este ensaio os fibroblastos 3T3 foram
cultivados numa placa de cultura de 96 pogos, a uma concentra¢io de 5x10* células em
200ul de DMEM suplementado, e incubados durante 24h a uma temperatura de 37°C
numa atmosfera humidificada com 5% de CO,.

ApOs as 24h, as células atingiram uma confluéncia de 50%, removeu-se o meio
de cultura que esteve em contacto com as células e foram adicionados 200ul, de
diferentes diluicdes dos extractos eluidos das diferentes resinas preparadas como

indicado na Tabela 2, para definir a dose letal média (DLso) de cada uma das resinas.

Tabela 2 - Volumes utilizados nas diferentes diluicoes dos extractos eluidos das Resinas

Concentracao Extrato Eluido das DMEM

Relativa dos Extractos (%) Resinas (ul) (nb
75 150 50

60 120 80

50 100 100

20 40 160

10 20 180

5 10 190

1 2 198

0,5 1 199
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Simultaneamente, nos pogos dos controlos negativos (0% de morte celular)
foram adicionados 200ul de DMEM suplementado as células e nos pogos dos controlos
positivos (100% morte celular) foram adicionados 200 pl de Etanol 75% as células, que
foram de seguida incubadas por mais 24h.

Passadas 24h, em que as células estiveram em contacto com o material
possivelmente toxico, estas foram lavadas com DMEM simples e foi adicionado 200ul
de solucdo de MTT (MTT a 0,5mg/mL em DMEM suplementado) por poco. A placa foi
incubada durante 2,5h a uma temperatura de 37°C. Apos este periodo formaram-se os
cristais de formazan (Figura 8). As células foram cuidadosamente lavadas com PBS
0,0IM pH 7,4, para evitar a perda dos cristais de formazan e finalmente foram
adicionados 200ul de DMSO em cada pogo para homogeneizar e dissolver os cristais de

formazan formados.

et Sy,

Figura 8- Cristais de Formazan produzidos durante o ensaio do MTT (Em cada um dos pocos
observa-se um precipitado escuro que corresponde aos cristais de formazan)

O ensaio conclui-se ap0s a leitura da absorvincia a 595nm dos pogos no leitor de
microplacas Model 680 (Bio-Rad, EUA). Feita esta leitura ¢ subtraido o valor de
absorvancia obtido para o pogo que s6 contém DMSO. O valor da leitura de absorvancia
do controlo negativo corresponde ao valor das culturas onde ha 0% de morte celular ou

seja 100% de viabilidade celular (Malkov ef al., 2010).
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2.4. Ensaio do Cristal Violeta

Neste ensaio utilizaram-se também placas de 96 pocos onde se incubaram as
células. Em trés dos pogos nao foram colocadas células mas sim apenas meio de cultura
para servir de branco. A quantidade de meio de cultura por pogo ¢ de 200ul de forma a
prevenir possiveis efeitos de evaporagdo. A quantidade de células por pogo foi de 5x10*.
As células foram entdo incubadas durante 24h a 37°C, para permitir a adesao das células

a0s po¢gos.

Apo6s as 24h de incubagdo, o meio foi aspirado dos pogos e e substituido por
meio suplementado e o extrato das resinas em diferentes concentragdes de acordo com o

representado na Tabela 1.

As células ficam em contacto com solugdes dos extratos de resina durante mais
um dia, e, apds esse periodo o meio € aspirado dos pogos e procede-se a sua lavagem
com duas aplicagdes de 200ul de PBS em cada pogo, sendo de seguida retirado
cuidadosamente, invertendo a placa dos pocos sobre um papel absorvente, de forma a

eliminar toda a solugao dos pocos.

Em seguida as células sao fixadas nas paredes dos pocos com 100 pl de etanol a
96% gelado durante 10min. Apos a fixagdo, adicionam-se 100 pl da solucdo corante do
cristal violeta a 0,1%, que consiste em p6 de cristal violeta (Sigma-Aldrich) diluido em
agua destilada e etanol a 96%, esta solugdo ¢ guardada a temperatura ambiente num
frasco escuro e apresenta uma validade de 2 meses. Apds a adicdo do corante incubam-
se as culturas por 10minutos a uma temperatura ambiente, com agitacdo de cerca de 20

oscilagdes por minutos para facilitar a impregnagao do corante nas células.

Lavam-se quatro vezes 0s pogos para retirar o excesso de corante como foi feito
anteriormente neste ensaio. Adiciona-se 200ul de etanol a 96% e 4cido acético a 1% em
cada pogo, e incuba-se durante 30min a temperatura ambiente, fazendo oscilagdes

suaves na placa, como havia sido feito anteriormente.
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Por fim a placa esta pronta para ser lida no leitor de absorvancias, a 595nm (ver
Figura 9). A média da absorvancia obtida nos pogos que ndo tinham células ¢ subtraida
aos valores obtidos nos outros pocos, de forma a eliminar o valor resultante da
absorvancia do meio de cultura. A média dos valores de absorvancia obtidos nos pogos
que continham as células que ndo foram expostas aos extractos das resinas equivale a
100% de viabilidade celular neste ensaio. De seguida determina-se o valor das
percentagens de células viaveis para as diferentes concentragdes dos extractos eluidos
de cada resina através de uma recta de calibragdo que une os valores de 100% de morte

(controlo Positivo) com os valores de 0°C de mortes.

Figura 9 - Resultado tipico do ensaio de CV (O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos, em que
os 8 pocos de cada coluna correspondem a uma condi¢io a testar)
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2.5. Ensaio do Micronucleo

Tendo sido definida a dose letal média das células (DLs) para cada uma das resinas
com o0s ensaios experimentais efectuados previamente, da-se inicio ao ensaio dos
micronucleos. Para a realizagdo deste ensaio as células foram cultivadas em frascos de
incubagdo T25, comecando com uma concentracio de 2,5x10° células em 5ml de meio
de cultura e incubadas por um periodo de 48 horas a 37°C, numa atmosfera
humidificada com 5% de CO,.

Passadas as 48h de proliferacdo, as células foram expostas aos extractos, na
concentracdo DLsy, especificas para cada uma das diferentes resinas, preparadas de
acordo com o representado na tabela 3. No controlo negativo ndo se adicionou extracto
de resina, € no controlo positivo adicionou-se 12,5ul de solu¢do de Mitomicina c, a uma

concentragdo de 0,75uM, que vai promover a formagao de micronucleos.

Tabela 3 - Volumes utilizados para preparacao das diluicoes dos extratos correspondentes a DLs,
utilizadas no ensaio do MN

DLso dos extratos DMEM suplementado Solugdo de resina (ml)
(%) (ml)
R1-50 2,5 2,5
R2 - 60 2 3
R3-20 4 1

No terceiro dia do ensaio, o0 meio de cultura é removido e as células sdo lavadas
com 5ml de DMEM nao suplementado, de seguida adicionam-se 5ml de DMEM
suplementado as células e adiciona-se 150ul da solugdo de citocalasina B com uma
concentragdo final de 6pg/ml por T25, originada de uma solugdo stock de Smg/ml.

A citocalasina B ¢ um bloqueador da citocinese, inibe a polimerizagao de actina
e evita a formagdo do anel contractil, e assim, impede a separacao das células filhas
apoOs a mitose, conduzindo a formagao de células binucleadas. As células ndo sofrem o
processo citocinético, sendo posteriormente possivel a sua observacdo na fase pré-
citocinética.

Ao fim de 20h de incubacdo com citocalasina B, as células sdo tripsinizadas e

lavadas com RPMI 1640 suplementado com 2% de soro, sdo centrifugadas, sdo
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submetidas a um choque hipotéonico com RPMI 1640 suplementado diluido com agua
estéril, numa solucdo de 1:4, durante cerca de 2 minutos. Centrifuga-se novamente,
descarta-se o sobrenadante e através do pellet de células efectuam-se esfregagos em
laminas (Marienfeld, 1000612, Alemanha). Por cada cultura, exposta a diferentes
diluigdes dos extractos das resinas, sdo efectuados esfregacos em quatro ldminas. As
laminas ficam 24h a secar e posteriormente sdo fixadas durante 30 minutos com
metanol a -20°C, as laminas ficam novamente 24h a secar e sdo entdo coradas com uma
solu¢do de Giemsa a 4% com tampao fosfato a 0,01M de pH 6,8, durante 8§ minutos,

sendo excesso retirado com dgua (Bandarra et al., 2013).

No final da preparacdo das laminas, pode-se iniciar a sua observacdo ao
microscopio Optico (Optika B-350, Italia), passando entdo a sua contagem de células

binucleadas (BN) e binucleadas com micronucleos.

2.6. Analise Estatistica

Para executar a analise estatistica destes estudos foram utilizados o software
Microsoft Office Excel 2007 e SPSS (IBM SPSS Statistics, versao 24.0, EUA).

Com os resultados de MTT e de Cristal Violeta obtidos através da leitura no
espectrofotometro (ver anexo MTT e anexo Cristal violeta), foi feita a média dos
resultados de cada concentracao de resina por poco € o seu respectivo desvio padrao, a
essa média foi eliminado o valor obtido na média das colunas do branco,
correspondendo ao DMSO. O controlo negativo serviu para identificar a nossa
viabilidade maxima, sendo a sua média equivalente a nossa percentagem de 100%, com
esta percentagem como base, calculou-se a percentagem da viabilidade celular para
todas as resinas as diferentes concentragdes, sendo assim possivel aferir a que
percentagem de toxico se expressa a dose letal de cada resina.

De modo a verificar a normalidade das varidveis dos resultados obtidos com os
ensaios do MTT e com os ensaios do Cristal violeta, aplicou-se o teste de Kolmogorov-
Smirnov. Por fim, para comparar os valores obtidos entre as diferentes resinas e as
diferentes concentracdes, foi utilizado o teste paramétrico, ANOVA two-way.

Para a avaliacdo da genotoxicidade foi apenas contabilizado o niimero total de
micronicleos em 1000 células BN (MN/1000BN) (Michael Fenech, 2000; OCDE,
2010).
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V. RESULTADOS

1. Polimeriza¢ao das Resinas

A polimerizacdo das resinas foi feita nas condi¢des indicadas pelos fabricantes,
nomeadamente quanto ao tempo de exposi¢do aos UV. Verificou-se que as trés resinas

adquiriam consisténcias diferentes ap6s a fotopolimerizagao.

A R2 apresenta uma consisténcia semelhante a das resinas convencionais,

equivalente a uma polimerizagdo aparentemente completa.

A RI1 mostrou-se com uma consisténcia menos firme que R2, apds os seus 10

segundos de fotopolimerizacao, sugerindo que a polimerizagao foi incompleta.

Por sua vez, a R3 apresenta uma boa consisténcia na superficie que esteve
directamente em contacto com a luz, contudo, a superficie que nao esteve directamente
em contacto com a luz mostrou-se pastosa, sugerindo também uma polimerizagao

incompleta.

2. Citotoxicidade

2.1.Optimizacao do Numero de Células

Como descrito anteriormente, antes de iniciar os ensaios experimentais de
citotoxicidade, foi feito um ensaio de MTT prévio, para aferir qual o nimero de células
necessario inserir em cada pogo da placa de 96 pocos para que no fim do ensaio as
leituras de absorvancia estejam dentro dos limites de validade do espectrofotometro.
Nos ensaios de MTT, nos pogos sem a presenga de toxicos, as células estao aderentes e
confluentes, dando no final do ensaio origem a valores de absorvancia que

correspondem a 100% de viabilidade celular.

Os resultados dos ensaios de MTT com diferentes concentragdes celulares, sem
exposi¢do as resinas, mostram um aumento dos valores de absorvancia correspondente
ao aumento de concentragdo inicial de células colocadas por poco (Tabela 4). Concluiu-

se que para os ensaios de MTT, a melhor concentragdo inicial de células por pogo ¢ de
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4 , . - N
5x10" de células, pois a esta concentragdo obtem-se um valor de absorvancia elevado

(superior a 1,000 lido a 595nm), que corresponderd a 100% de viabilidade celular.

Tabela 4 - Valores de absorvancia obtidos no ensaio de optimizacio do nimero de células para
ensaios de citotoxicidade

Numero de Células 1x10* 2x10* 5x10"
por poco
0,32 0,83 1,4
0,34 0,92 1,3
Valores de Absorvéncia U U2 1.2
a 595nm 0,24 0,81 1,3
0,18 0,79 1,2
0,45 0,77 1,3
0,31 0,80 1,2
0,24 0,95 1,3
Média + Desvio Padrao 0,3+0,1 0,9+0,1 1,3+0,1

2.2.Ensaio do MTT

Apo6s a optimizagdo do numero de células para o ensaio do MTT, realizou-se o
ensaio com as c€lulas expostas a varias diluicdes dos extratos das resinas para aferir
qual a DLsy correspondente a cada uma das 3 resinas. A tabela 5 mostra os valores do
Branco, que representa os valores de absorvacia dos pogos apenas com DMSO, sem
células, o valor da média do Branco ¢ posteriormente subtraido de todas as médias de
absorvacia obtidas tanto nos controlos como nas células expostas as diluicdes das
resinas, de forma a obter apenas os valores de absorvacia dos cristais de formazan
formados sem o valor do seu diluente (0 DMSO), estes valores estdo representados
como Média Corrigida. O controlo negativo corresponde aos valores de absorvancia
obtidos nos pocos que apenas continham células, sem exposi¢do a agentes toxicos, do
qual se retira o valor de 100% de viabilidade celular, por conseguinte, também a
percentagem de reducdo méaxima de MTT, sendo com base neste valor calculadas as
percentagens de viabilidade celular para todas as amostras. Os resultados de absorvancia
obtidos no ensaio de MTT encontram-se em anexo. O tratamento destes valores ¢
apresentadonas Tabelas 6, 7 e 8 e na Figura 10. Verifica-se que a citotoxicidade das
solucdes aumenta proporcionalmente com o aumento da percentagem de toxico.

Verifica-se que a DLsy para a R1 corresponde a concentragdo de 50% do eluado puro,
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para R2 corresponde a concentragdo de 60% e para R3 a de 20%. Isto significa que a

resina mais citotoxica ¢ a R3, seguida da R1 sendo a R2 a menos citotoxica.

Tabela 5 - Valores do controlo Negativo no Ensaio do MTT

Controlo Negativo Branco (DMSO)
Média + Desvio Padrao 1,1 £0,2 0,1 £0,01
% Redugdo de MTT 100 -

Tabela 6 - Média dos valores de absorvéncia obtidosna presenca dos eluados de R1-Ensaio do MTT

Concentrag¢oes Relativas 75 60 50 20 10 5 1 0,5
(%)
Média Corrigida 0,50 052 055 0,61 065 067 072 0,79
+ + + + + + + + +
Desvio Padrio 0,04 0,03 0,03 003 002 003 0,03 0,05

Viabilidade Celular (%) 46 48 51 56 59 61 66 72

Tabela 7 - Média dos valores de absorvancia obtidos na presenca dos eluados de R2-Ensaio do MTT

Concentragoes Relativas
(%)
Média 0,43 0,55 0,66 0,67 0,69 0,71 0,81
+ + + + + + + +
Desvio Padrio 0,02 0,01 0,04 003 0,04 004 0,04
Viabilidade Celular (%) 39 51 60 62 63 65 75

Tabela 8 - Média dos valores de absorvéncia obtidosna presenca dos eluados de R3- Ensaio do MTT

Concentragoes Relativas 75

’

(%)
Média 0,39 0,53 0,55 0,63 0,67 0,75 0,75
+ + + + + + + +
Desvio Padrio 0,05 0,05 0,06 0,04 0,05 0,06 0,05
Viabilidade Celular (%) 35 49 51 57 61 69 69
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Figura 10 - Resultados da Viabilidade celular em funcio de diferentes concentragoes relativas dos
extractos eluidos no ensaio do MTT

Para avaliar as hipoteses em estudo efectuou-se uma analise estatistica dos
resultados dos ensaios no SPSS. De modo a verificar a normalidade da distribuicao das
amostras foi aplicado o teste kolmogorov-smirnov aos valores das leituras da
absorvancia das diferentes concentragdes das trés resinas (ver anexos). Com a aplicagao
deste teste verificou-se que todas as concentragdes apresentavam uma distribuicao
normal, excepto a concentracdo de 0,5% em R1 e a de 1% em R2, sendo a sua
distribui¢ao considerada muito proxima da normal. Através do teste ANOVA two-way,
avaliando a viabilidade celular obtida por concentracao verifica-se uma resposta celular
dose-dependente comprovada estatisticamente. Relativamente as diferengas entre
concentragdes, todas se mostraram diferentes entre si, exceptuando os valores obtidos
nas concentragdes de 0,5% e de 1%, sendo isto justificado pelo facto das concentracdes

serem de valores muito proximos.

Analisando a viabilidade celular na presenca das 3 resinas verifica-se também
diferencas entre todas elas. Isto ¢, tanto a concentracdo utilizada como a exposi¢do aos
extractos das diferentes resinas influenciam a citotoxicidade, contudo a concentragdo do

extrato aplicado exerce uma maior influéncia na resposta celular do que o tipo de resina.
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2.3.Ensaio do Cristal Violeta

Paralelamente aos ensaios do MTT foram efectuados os ensaios do cristal violeta, de
forma a verificar se os resultados de citotoxicidade sdo equivalentes entre os dois. Os

valores de absorvancia obtidos a 595 nm estdo em anexo.

Na tabela 9, a semelhanca do que foi feito no ensaio do MTT, também se aferiu o
valor de absorvancia do DMSO, correspondente ao Branco do estudo e os valores do
controlo negativo, adquirindo através destes resultados o valor da percentagem maxima

de viabilidade celular.

Através das tabelas 10, 11 e 12 e Figura 11, constata-se que as concentragdes
relativas dos extractos as quais se atinge a dose letal média das resinas R1 ¢ R3 ¢
equivalente nos dois ensaios, no entanto para a resinas R2 a DLsy foi atingida na na
concentragao relativa do extracto de 75%, diferente da concentracao relativa do extracto

de 70%, definida como a DLsy determinada pelo ensaio do MTT.

Tabela 9- Ensaio do CV - Valores do Controlo Negativo

Controlo Negativo Branco (DMSO)
Média + Desvio Padrdo 2,7+0,1 0,1 +0,01
% Reducdao de MTT 100 -

Tabela 10 - Média dos valores de absorvéncia obtidos na presenca dos eluados de R1- Ensaio do CV

R1 - Tetric EvoCeram® Bulk Fill

Concentragao Relativa 75 60 50 20 10 5 1
(%)
Média 1,1 1,2 1,3 1,6 1,8 2,0 2,1
+ + + + + + + +
Desvio Padrio 0,1 0,2 0,2 0,3 0,4 0,4 0,6
Viabilidade Celular (%) 43 47 51 61 71 79 83
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Tabela 11 - Média dos valores de absorvéncia obtidosna presenca dos eluados de R2 - Ensaio do CV

Concentrac¢io Relativa 75 60 50 20 10 5 1
(%)
Média 1,3 1,5 1,6 1,8 1,9 2,0 2,1
+ + + + + + + +
Desvio Padrio 0,2 0,2 0,2 0,3 0,4 0,4 0,6
Viabilidade Celular (%) 49 57 61 69 74 79 83

Tabela 12 - Média dos valores de absorvéncia obtidosna presenca dos eluados de R3 - Ensaio do CV

Concentrac¢io Relativa (%) 50 20 10 5 1
Média 1,2 1,3 1,4 1,5 1,6
+ + + + + +
Desvio Padrao 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1
Viabilidade Celular (%) 46 49 57 59 64
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Figura 11- Resultados da Viabilidade celular em funcio de diferentes concentracées relativas dos

extractos eluidos no ensaio do CV

Através da andlise estatistica no SPSS, verifica-se que as concentragdes relativas dos

eluados de 10% para R1 e 5% para R3 ndos seguem uma distribui¢do normal e que nao

ha diferencas estatisticamente significativas entre a concentragdo de 60 e 50%.
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3. Genotoxicidade

3.1. Ensaio do MN

Foram efectuados dois ensaios experimentais independentes de forma a validar
os resultados obtidos. As células foram expostas aos extractos (DLs) dos trés diferentes
tipos de resina. Em paralelo, por ensaio, fez-se um controlo positivo, onde as células
foram expostas a mitomicina ¢, substancia que provoca a formagdo de micronucleos e
fez-se também um controlo negativo em que as células ndo foram expostas a qualquer

agente toxico.

Os resultados apresentados na Tabela 13 e Figura 13 mostram, como era
expectavel, que no controlo negativo nao foram encontrados micronucleos e que por sua
vez no controlo positivo (na presenca de mitomicina) foi possivel observar varias
c€lulas binucleadas com a presenca de micronucleos (Tabela 13 e Figuras 13).
Nalgumas laminas foi também possivel observar algumas células mononucleadas, que
nao se encontravam em processo de citocinese, ndo sendo por isso contabilizadas para o

estudo (Figura 12).

Tabela 13- Contagem Celular dos Controlos do Ensaio do MN

Controlo Controlo Controlo Controlo

Positivo 1 Positivo 2 Negativo 1 Negativo 2
BN com MN 90 164 - -
Binucleada 1000 1000 1000 1000

Figura 12 - Células 3T3 Mononucleadas, microscépio optico Optika B-350 (Itilia)

(Ampliacio 1000x)
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Figura 13 - Células 3T3 Binucleadas com MN, microscopio optico Optika B-350 (Italia)

(Ampliacao 1000x)

As restantes ldminas continham células que foram expostas a dose letal, definida

com os ensaios de citotoxicidade, das trés resinas em estudo. Ao observar ao

microscopio Optico estas laminas, nota-se imediatamente que as células tém uma

configuragdo diferente das observadas nos controlos. Nestes grupos a contagem focava

a presenga de micronicleos para determinar a percentagem de células com

micronucleos, na presenca das 3 resinas foram encontradas em todas as células

alteracdes na morfologia nuclear compativel com fragmentacao porém nao compativel

com microntcleo (Tabela 14 e Figura 14).

Tabela 14 - Contagem Celular de R1, R2 e R3 do Ensaio do MN

RI() RI(2) R2(1) R2(@2) R3(1) R3(Q2)

Binucleada 1000 1000 1000 1000 547 560

BN com MN/ fragmentag¢des 1000 1000 1000 1000 547 560

-
-

Figura 14 - Células 3T3 Binucleadas com varios MN, microscopio 6ptico Optika B-350 (Italia)

(Ampliacao 1000x)
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Através da Tabela 14 e Figura 15, verifica-se que nao foi alcancada a contagem
minima de 1000 células na R3 e dado que todos os ensaios se iniciaram com 0 mesmo
nimero de células em cultura para cada uma das resinas este resultado sugere que
muitas células morreram durante o ensaio, mesmo estando a exposicdo ao toxico

calibrada para a DLspde a cada uma das resinas.

1200
1000 -
800 -
mCP
ECN
600 -
mR1
mR2
400 -
mR3
200 -
N '
Binucleada MN Alteragdo Nuclear

Figura 15 - Nimero de Células vs Tipo de Célula

Os resultados mostram que os extractos das 3 resinas induzem alteragdes
morfolégicas nos nucleos celulares, ndo sendo contudo estas as diferengas obtidas
expectaveis no ensaio dos microniicleos. Apesar de nos controlos de mitomicina se
encontrarem células com microntcleos, este facto s6 se observa em cerca de 10% das
células enquanto nos ensaios na presenca dos extractos das resinas, a percentagem de

células com alteracdes morfoldgicas dos nicleos ¢ de 100%.
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VI

DISCUSSAO

1. Citotoxicidade

A citotoxicidade das resinas compostas Bulk Fill foi avaliada e definida através dos

ensaios do MTT e do Cristal Violeta.

Aquando da preparagdo dos cilindros de resina, foi possivel constactar diferengas

entre cada uma das resinas utilizadas:

o A R2 apds a fotopolimerizagdo apresenta uma consisténcia dura, compativel

com uma polimerizagdo completa, semelhante as resinas compostas
convencionais.

Por sua vez a R1, apos a sua fotopolimerizagdo apresenta uma dureza menos
consistente que a R2, o que nos leva a crer que talvez os 10 segundos de
fotopolimerizagao poderiam ser aumentados.

Por fim, apos os Ssegundos de fotopolimerizacao, recomendados pelo fabricante
da R3, obtém-se uma resina com a superficie que teve exposicdo directa a luz
dura, mas os dois ultimos milimetros de profundidade do cilindro encontra-se
sob uma forma pastosa. No entanto, o fabricante afirma que esta resina ¢ de
dupla polimerizagdo, pelo que a resina atinge a sua consisténcia final apos 3
minutos, correspondentes a autopolimerizacao do material. Esta situacao implica
o contacto da estrutura dentaria com os mondmeros da resina composta antes da
sua conversdao em polimero, sendo esta a possivel causa da maior citotoxicidade
desta resina. Esta resina ao contrario de R1 e R2, tem na sua constituicdao
mondémeros de TEGDMA sendo este mondémero dos presentes nas resinas
compostas dos mais citotoxicos (Urcan et al., 2010). Neste caso ¢ o mais
citotoxico de todos, avaliando apenas a composicao das trés resinas utilizadas

neste estudo.

Com base nos resultados obtidos, ¢ possivel observar que a toxicidade destes

materiais ¢ dose dependente. Em ambos os ensaios, MTT e CV, verificou-se uma

citotoxicidade crescente de R2, para R1, sendo a R3 a mais citotdxica uma vez que foi a
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resina com uma dose letal de 50% associada a uma menor diluigdo do extracto da

resina.

A diluigdo da dose letal de 50% dos extractos da R2 ¢ diferente quando determinada
pelo ensaio do MTT em comparagdo com o ensaio de Cristal Violeta. Esta ligeira
diferenca nos valores pode estar relacionada com o facto do ensaio do cristal violeta
apenas aferir a morte celular associada as alteracdes na membrana celular enquanto o
ensaio do MTT analisa a actividade metabdlica da enzima presente na mitocondria, ou
seja, isto pode significar que a R2 antes de provocar a morte por disrupcao da
membrana, afecta e inviabiliza o metabolismo celular a nivel da respiracdo celular,

alterando a homeostasia celular.

A morte celular ¢ dependente da concentragdo e do tempo para qualquer produto
quimico (Ratanasathien et al., 1995).

Hé estudos que mostram que o efeito citotoxico das resinas compostas € maior no
segundo dia de exposicdo das células aos extractos, referindo ainda que, no entanto,
apds sete dias de exposicdo as resinas compostas perdem o seu efeito citotdxico
(Nalgaci, Oztan, & Yilmaz, 2004). Por este motivo, seria interessante avaliar novamente
os resultados citotoxicos ao segundo dia de exposicao das células aos extractos das

resinas e ainda ao sétimo dia.

Uma boa polimerizagdo ¢ um factor essencial para garantir a maximizacao da
performance das propriedades fisicas e clinicas das resinas compostas. A citotoxicidade

tem sido atribuida a presenca residual de monomeros e oligdmeros nao polimerizados.

Tém sido observadas correlagdes fortes e significativas entre a eficacia da
polimerizacao (razao de dureza) e a citotoxicidade. Lim et al., (2016) fizeram um estudo
onde concluiram que ao utilizar os tempos de fotopolimerizagdo indicado pelos
fabricantes, as resinas Bulk Fill, nomeadamente a SDR da Dentsply, ndo apresentam
valores de citotoxicidade relevantes para a saude do hospedeiro.

Ergun (2011) estudou diferentes tipos de fotopolimerizagdo a diferentes
distancias. Na sua investiga¢do utilizou resinas compostas convencionais (Grandio ®,
Voco; Filtek ™ 7250, 3M ESPE; Clearfil ™ AP-X, Kuraray Co. Ltd; Aelite ™ LS,
Bisco Inc. and Simile ®, Pentron), onde aferiu que quando as resinas sdo polimerizadas
com luzes de alta intensidade o tempo necessario para uma polimerizacdo completa

diminui. Viu também que resinas menos viscosas apresentam maior percentagem de
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grau de conversdo de mondémeros dado o aumento de mobilidade das moléculas,
facilitando a sua polimerizagdo (Ergun et al, 2011). A optimizacio da
fotopolimerizagdo representa uma das bases da origem das resinas Bulk Fill, uma vez
que estas sdo polimerizadas com fotopolimerizadores de alta intensidade e num menor

periodo de tempo que as resinas compostas convencionais.

Lagocka (2015) estudou os extractos obtidos a partir de uma resina Bulk Fill em
cromatografia liquida de alta eficiéncia. No seu estudo concluiu que a citotoxicidade
destas resinas compostas estd relacionada com a quantidade de TEGDMA eluido. Apds
a fotopolimerizacdo da resina composta, verifica-se uma grande libertagdo de
TEGDMA, iniciando-se desde as primeiras horas de colocagdo da resina uma toxicidade
directa nas células da polpa dentéaria (Lagocka et al., 2015).

Segundo Cebe et al. (2015), contrariamente ao que varios outros estudos
concluem, a libertagdo de mondmeros residuais de resinas Bulk Fill (particularmente a
Tetric EvoCeram Bulk Fill, X-tra Fill Vocco, Sonic Fill Kerr, Filtek Bulk Fill 3M, SDR
Dentsply, EQUIA GC America INC), Bis-GMA, TEGDMA, Bis-EMA e¢ HEMA
aumenta com o tempo. No seu estudo a maior quantidade de concentragdes de
mondmeros eluidos detectados foi vista como critica em termos de reagdes toxicas em
células humanas.

Um estudo levado a cabo por Walters (2016) simulou a composi¢ao habitual das
resinas compostas e revelou que o UDMA ¢ mais citotoxico que o Bis-GMA, no entanto
o Bis-GMA presente nos compdsitos mostrou-se menos citocompativel que o UDMA.
De todos os monomeros em estudo o TEGDMA foi caracterizado como o mais toxico

(Walters, Xia, Salih, Ashley, & Young, 2016).

A seccao mais profunda de uma restauragao € a que recebe menor intensidade de
luz, pelo que sofre uma menor conversdo dos seus mondmeros. Uma vez que esta regido
¢ também a mais proxima do tecido pulpar, a citocompatibilidade das resinas Bulk Fill ¢
de particular relevancia (Walters et al., 2016).

Nalgaci, Oztan, & Yilmaz, (2004), afirmam que ao efectuar ensaios
experimentais com diferentes métodos de polimerizacdo de resinas compostas
(Flowline™ Heraeus, P60" 3M e Z250® 3M), ndo encontraram diferengas significativas

de citotoxicidade. Um outro estudo feito com trés resinas Bulk Fill flow mostra que
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todas as resinas estudadas provocam baixos efeitos citotdxicos e estes ndao variam
conforme o respectivo grau de conversdo (Marigo et al., 2015). O que nos leva a crer
que a citotoxicidade destas substdncias ndo estd apenas relacionada com a conversao

dos mondémeros em polimeros.

Uma investigagdo feita com outras marcas de resinas compostas Bulk fill (SDR"
e Venus® Bulk Fill) mostraram que as células de polpa dentaria humana (de uma cultura
primaria) em contacto com essas resinas nao alteraram o seu fenotipo, a sua viabilidade
e ndo se verificaram casos de apoptose significativos (Rodriguez-Lozano et al., 2013), o
que nos leva a sugerir que a nossa investigagdo poderia ser refeita usando outro tipo de
c€lulas como por exemplo uma linha celular humana, de modo a verificar se os
resultados se mantinham.

Segundo Cao (2005), diferentes testes de toxicidade apresentam diferentes
resultados, de forma a evitar grandes discrepancias deve-se utilizar sempre o mesmo
tipo de células, ou seja a mesma linha celular. De qualquer maneira, ndo ¢ possivel uma
extrapolacao directa e simples de dados de culturas celulares para pacientes, pelo que os
resultados dos ensaios de toxicidade sofrerdo sempre diferencas quando aplicados in
vivo (Cao et al., 2005).

Estudos de toxicologia molecular mostram que as substancias libertadas por
materiais restauradores dentdrios a base de resina sdo capazes de causar efeitos
citotoxicos e genotoxicos relevantes na cavidade oral (Bakopoulou et al., 2009). Uma
maior compreensdo dos mecanismos celulares envolvidos nesses processos, bem como
o esclarecimento sobre a inducdo de apoptose por monodmeros, estimulardo um debate
construtivo sobre o desenvolvimento de materiais restauradores dentarios (Krifka et al.,
2013). Além disso, devem ser investigados em modelos animais o significado clinico
dos dados de mutagénese e genotoxicidade in vifro bem como a possibilidade de efeitos
mutagénicos sistémicos (Gallorini et al., 2014).

Os possiveis efeitos sistémicos provocados pelos materiais dentarios podem levar
anos ou mesmo décadas até manifestarem sinais clinicos. A abordagem cientifica
realizavel consiste em investigar in vitro se uma substancia tem potencial para provocar
lesdes celulares e/ ou tecidulares (Schweikl et al., 2001).

Actualmente ¢ muito dificil relacionar o aparecimento de uma doenga sistémica com
uma restauracdo a resina composta que o individuo possa ter num dente. Por este

motivo, a comunidade cientifica tem a responsabilidade de estudar a toxicidade in vitro

53



EFEITO CITOTOXICO E GENOTOXICO DE TRES RESINAS COMPOSTAS BULK FILL UTILIZADAS EM DENTISTERIA

e in vivo dos materiais restauradores actuais ¢ a capacidade de originarem doengas
sistémicas ou efeitos adversos locais cronicos ao longo do tempo, para garantir a

biocompatibilidade dos materiais dentéarios (Geurtsen, 2003).

2. Genotoxicidade

Ao analisar as células expostas as solu¢des de resina, foi possivel verificar que estas
apresentavam uma morfologia muito diferente das células observadas no controlo
positivo e no controlo negativo. Esta disparidade morfoldgica pode ser justificada pela
elevada genotoxicidade das trés resinas testadas.

A presenca de microntcleos indica o caracter genotdxico de uma substancia, uma
vez que reflecte a quebra das moléculas de DNA, que pode provocar a morte das
células. Em todas as ldminas com células expostas aos extractos das resinas foram
observadas varias fragmentacdes dos nucleos conclui-se portanto que o DNA destas
células sofreu muitas fragmentagdes, tornando-as provavelmente inviaveis, € por isso
estes extractos sdo considerados genotoxicos.

No caso de R3, a mais citotoxica das 3 resinas, foi verificado um decréscimo no
namero de células relativamente ao expectavel, o que nao deveria ter acontecido dado
que utilizou-se a dilui¢do que induz 50% de morte definida para cada uma das resinas.
Isto pode dever-se ao facto da R3 ter uma elevada substantividade, ou seja, pode ter a
capacidade de manter os seus efeitos, neste caso toxicos, mesmo apos a sua eliminagao

do meio envolvente e por isso ter uma expressao toxica continuada.

Apesar de se ter iniciado o ensaio de genotoxicidade com a concentracdo de células
definida através dos ensaios de citotoxicidade (a dose letal de cada um dos extratos de
resina), a citotoxicidade entre os dois ensaios pode ndo ser exactamente a mesma. Isto
porque o ensaio do MN dura mais 24h do que os dois ensaios de citotoxicidade
aplicados. O que significa que ao contrario dos ensaios de citotoxicidade onde as células
sdo analisadas horas depois de ser retirado o toxico do seu meio envolvente, no ensaio
de genotoxicidade acompanha-se a vida celular durante mais um dia, apesar de que
nestas ultimas 24h a mais as células ja ndo estdo expostas aos toxicos.

Isto podera querer dizer que apds a exposicao ao toxico (ao qual as células estiveram

expostas, em todos os ensaios, durante 24h) temos uma determinada percentagem de
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viabilidade celular, no entanto passadas 24h apds a remog¢do do toxico algumas das
células que estavam vivas no dia anterior perderam a sua viabilidade, sendo entdo a
viabilidade celular diferente no momento zero ap6s a remog¢ao do toxico e passadas 24h
desse momento. Sendo esta a possivel justificagdo para o facto de ndo terem sido
contabilizadas as 1000 células binucleadas, expostas a resina R3, necessarias para a

validag¢ao do ensaio do MN.

Interessa notar também que as células com fragmentagdo do contetido nuclear que
foram tratadas com resina sdo morfologicamente diferentes das células com
microntcleos observadas nos controlos positivos tratadas com mitomicina ¢. O que nos
leva a constatar que o poder genotoxico de todas as resinas € tao forte que as células ndo
apresentam um ou dois micronucleos independentes do nucleo principal, mas todo o seu
nucleo se fragmenta em pequenos micronuicleos, inviabilizando assim a vida celular.
Estas resinas provocam apenas a reac¢do genotoxica local, nas células que foram

expostas a resina, ndo havendo proliferacdo das células afectadas.

A genotoxicidade dos monomeros das resinas compostas parece resultar de uma
perturbacdo no equilibrio redox das células, resultando consequentemente um aumento
dos niveis de ROS e morte celular por apoptose (Schweikl et al., 2006).

Nos materiais resinosos, os mondémeros de HEMA nao polimerizados tém a
capacidade de produzir ROS que por sua vez provocam a fragmentacdo do DNA,
promovendo assim o aparecimento de microntcleos em fibroblastos de ratinho, o que
comprova a sua capacidade genotoxica (Lee et al, 2009; Luzhna, Kathiria, &
Kovalchuk, 2013). Da mesma forma, ja foi comprovada a genotoxicidade do TEGDMA
in vitro, provocada em parte, também pelas ROS (Krifka et al., 2013; Schweikl et al.,
20006).

No entanto, o mecanismo molecular pelo qual os mondémeros de resina induzem
genotoxicidade ainda ndo foi completamente elucidado. Um estudo levado a cabo por
Gallorini (2013), afirma que apesar das altas concentracdes de formacdo de
micronucleos induzidos pelo HEMA in vitro, in vivo ndo foram detectados aumentos de
mutacdes genéticas. Isto comprova que os resultados obtidos in vitro sdo indicativos do
que pode acontecer in vivo, mas os resultados nunca podem ser directamente

extrapolados para as situagoes in vivo.
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Posto isto, futuramente seria interessante realizar novamente os ensaios de
citotoxicidade fazendo uma pequena alteragdo no seu protocolo, acrescentando 24h
entre a remocao da solugdo das resinas do meio celular e a aplicacdo da solugdo do
MTT ou do Cristal Violeta, de maneira a verificar se a dose letal média para cada uma
das resinas se mantinha passadas as 24h ou se aumentava mesmo apds a remog¢ao do
estimulo. Justificando-se desta forma a diminui¢do do niimero de células nos ensaios de

R3 e indicando a alteracao do metabolismo celular.

56



CONCLUSAO

VII. CONCLUSAO

Através dos ensaios de citotoxicidade (MTT e Cristal Violeta), foi definida a
dose letal para cada uma das resinas. Por ordem decrescente, em ambos os ensaios,
verificou-se uma maior citotoxicidade em R3 - Coltene Fill-Up!™ > R1 - Tetric
EvoCeram” Bulk Fill > R2 - Filtek"™ Bulk Fill. Curiosamente, por esta mesma ordem
mas de forma crescente tém-se os tempos de polimerizacdo e a consisténcia de cada
uma destas resinas apos a fotopolimerizagdo. O que nos leva a dizer que a resina
Filtek™ Bulk Fill, quando comparada com as outras resinas testadas neste estudo,
possivelmente devido ao seu maior tempo de polimerizacdo e a sua consisténcia menos
fluida apds a polimerizacdo, foi a que teve um maior grau de conversdo dos seus
mondmeros € por conseguinte foi a que causou menores efeitos citotoxicos.

Por outro lado, R3 ¢ claramente a resina mais citotdxica, possivelmente devido a
libertacdo dos seus mondmeros de TEGDMA, que ja foram identificados, noutros
estudos, como um dos monémeros mais citotoxicos presentes nas resinas compostas.

Com estes resultados podemos ditar qual a mais citotoxica, mas interessa
também saber quais os monomeros que nao foram convertidos em polimeros e
quantificar cada um deles, de forma a averiguar se diferentes quantidades e tipos de

monomeros causam diferentes graus de toxicidade.

Relativamente a analise da genotoxicidade destas resinas, podemos dizer que
todas elas causam alteracdes genéticas nos fibroblastos de ratinho 3T3, pois todas as
células expostas as concentragdes relativas dos eluidos de resina apresentavam
alteragdes morfologicas do nticleo.

Em R3, devido a alta citotoxicidade da resina, ndo se conseguiu contar 0 nimero
minimo de células por ensaio (1000 células). Sendo por este motivo sugerido repetir
novamente os ensaios de citotoxicidade mas desta vez avaliando a DLsy 24h apos a
remogao do toxico, de forma a assegurar uma contagem final de 1000 células para todas
as resinas e fazer uma melhor andlise do efeito genotoxico entre as resinas estudadas.

Uma vez que através do ensaio genotoxico efectuado neste estudo ndo foi

conclusivo, sugere-se a realizagdo de outro ensaio da genotoxicidade como ¢ o caso do
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Ensaio do Tunel, Ensaio do Cometa e Ensaio das cromatides irmas, de forma a ser

possivel verificar e validar o potencial genotdxico destas resinas.

Através da andlise dos resultados obtidos, aceita-se a hipotese experimental 3,
uma vez que se verificaram diferengas na percentagem de viabilidade celular e
alteracdes morfologicas dos nucleos celulares dos fibroblastos gengivais de ratinho
quando em contacto com os extractos das resinas compostas Filtek'™ Bulk Fill, Tetric
EvoCeram” Bulk Fill e Coltene Fill-Up!™.

Futuramente seria interessante desenhar um novo estudo que questione os
possiveis efeitos citotoxicos e genotoxicos das resinas compostas Bulk Fill, efectuando

ensaios in vitro com células humanas da cavidade oral.
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IX. ANEXOS

MTT

Tabelas de valores de absorvancia obtidos no ensaio do MTT

Media
Desvio Padrdo

Meédia Final
Total %Reducdo de MTT/viabilidade




Media

Desvio Padrdo
Média Final
Total %Reducdo de MTT/viabilidade







Testes de Normalidade Ensaio do MTT

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
R1 75 268 7 ,138 827 7 ,075
R1_60 ,209 7 ,200° ,927 7 ,523
R1_50 262 7 157 873 7 ,199
R1_20 ,180 7 ,200° ,925 7 ,509
R1_10 218 7 ,200° ,947 7 702
R1 5 178 7 ,200° ,947 7 707
R1 1 ,209 7 ,200° ,938 7 621
R1_05 352 7 ,009 796 7 ,037
R2_75 ,194 7 ,200° ,936 7 ,605
R2_60 214 7 ,200° ,900 7 ,331
R2_50 226 7 ,200° ,903 7 ,350
R2_20 167 7 ,200° ,918 7 457
R2_10 ,188 7 ,200° ,955 7 775
R2 5 170 7 ,200° ,980 7 ,960
R2_1 313 7 ,037 833 7 ,085
R3 75 290 7 077 792 7 ,034
R3 50 174 7 ,200° 916 7 437
R3 20 264 7 150 834 7 ,088
R3_10 238 7 ,200° 844 7 108
R3 5 173 7 ,200° ,940 7 636
R3 1 146 7 ,200° ,954 7 762
R3 05 227 7 ,200° 876 7 210

*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.

a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors

Comparacgoes por Método Pairwise Ensaio do MTT

Variavel dependente: Viabilidade Celular

Diferenca média

95% Intervalo de Confiancga para

Diferengad

(I) Resina (J) Resina (I-J) Erro Erro Sig.* Limite inferior Limite superior
R1 R2 -,023"° ,004 ,000 -,031 -,015
R3 ,0127° ,005 ,015 ,002 ,021
R2 R1 ,023°° ,004 ,000 ,015 ,031
R3 ,0357°¢ ,005 ,000 ,025 ,044
R3 R1 -,012™° ,005 ,015 -,021 -,002
R2 -,035"°° ,005 ,000 -,044 -,025




Total

CRISTAL VIOLETA

Tabelas de valores de absorvancia obtidos no ensaio do CV

R1 - Tetric EvoCeram Bulk Fill

75% 50% 50% 20% 10% 5% 1%
1,206 1,344
1,09 1,233 1,349 1577 1,89
1,208 1,241 1,357 17 1906 2,001
1,126 1,2 1,288 1563 1799 1,935
1,133 1,211 131 1,579 1,892 1,988
1,149 1,206 1,386 1683 1845 1373
1,165 1,318 1,299 1703 1873 1965
1,147 1,277 1,289 1699 1736 1993
1,164 1,286 1,329 1568 1901 1,965
1,109 1,333 1,356 1,507 1,89 1,988
1,166 1,304 1,301 1698 1873 1,975
1,121 1,159 1,322 1558 1,891 2,006
1,103 1,281 1,389 1701 1877 1,997
1,193 1,226 1662 1789 1981
1,253 1,528 1452 1,844 2,22
1,382 1751 1811 2,161
1,597 1764 1808 2,192 2,302
1,256 1,639 1832 2,338 2,089
1,166 1436 1866 2,331 2,234
1,68 2,086 2,27 2,31
1,797 2,148 2,043 2,211
1,111 1964 1728 2,224
1,427 1,218 1,96 2,042
1518 1441 1723 1716 2,034
1,257 1,553 2024 1857 2,014
1,514 167 1647 2336 2503
1,368 1,513 1846 2,271 2,166
1,793 1,77 1,904 2,27
1,681 2,129 2463 2,167
1657 1871 23 2,199
Média ¥ 114415385 12486 135583 161697 1,86619 206838 213014
Desvio Padrio 0,1105622 0,1747 0,21946 0,29463 0,36289 041175 0,57643
Média Final 1,09501099 1,1995 1,30669 156782 181704 2,01924 2,141
%Reducio 426453595 46,715 50,8882 61,0591 70,765 78,6395 83,3816







Médiza

Desvio Padréo

Média Final
Total %Reducgdo de CV




Testes de Normalidade Ensaio do CV

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
R1_75 ,153 11 ,200° ,975 11 ,929
R1_60 ,182 11 ,200° ,895 11 ,161
R1_50 218 11 ,152 ,872 11 ,083
R1_20 ,261 11 ,035 ,819 11 ,017
R1_10 ,311 11 ,004 774 11 ,004
R1_5 ,249 11 ,055 ,854 11 ,048
R1_1 ,123 11 ,200° ,934 11 457
R2_75 ,122 11 ,200° ,950 11 ,642
R2_60 ,203 11 ,200° ,940 11 ,522
R2_50 ,207 11 ,200° ,881 11 ,107
R2 20 ,162 11 ,200° ,950 11 ,646
R2_10 ,145 11 ,200° ,916 11 ,289
R2 5 ,107 11 ,200° ,956 11 722
R2_1 ,170 11 ,200° ,901 11 ,189
R3_50 ,156 11 ,200° ,950 11 ,645
R3_20 192 11 ,200° ,951 11 ,656
R3_10 ,166 11 ,200° ,911 11 ,253
R3_5 ,261 11 ,035 ,766 11 ,003
R3 1 ,125 11 ,200° ,950 11 ,643

*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.

a. Correlagéo de Significancia de Lilliefors

Comparacgoes por Método Pairwise Ensaio do CV

Variavel dependente: Viabilidade Celular

Diferenca média

95% Intervalo de Confianga para

Diferen(;ad

(I) Resina (J) Resina (I-J) Erro Erro Sig.* Limite inferior Limite superior
R1 R2 -,145 ,017 ,000 -,178 -,112
R3 182" ,021 ,000 ,141 ,224
R2 R1 145 ,017 ,000 112 ,178
R3 327°° ,021 ,000 ,286 ,368
R3 R1 -,182°° ,021 ,000 -,224 -,141
R2 -,327° ,021 ,000 -,368 -,286

Baseado em médias marginais estimadas

*. A diferenga média é significativa no nivel ,05.

b. Uma estimativa da média marginal da populacdo modificada (J).

c. Uma estimativa da média marginal da populagédo modificada (1).

d. Ajustamento para diversas comparacgoes: Diferengca Menos Significativa (equivalente a nenhum

ajustamento).






