ANDRESSA FABRO LUCIANO DOS SANTOS

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE TRANSDENTINARIA DOS SISTEMAS
ADESIVOS UNIVERSAIS

BRASILIA
2014



UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

ANDRESSA FABRO LUCIANO DOS SANTOS

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE TRANSDENTINARIA DOS SISTEMAS
ADESIVOS UNIVERSAIS

Dissertacdo apresentada como requisito
parcial para a obtencao do Titulo de Mestre
em Ciéncias da Saude pelo Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia.

Orientador: Profa. Dra. Fernanda Cristina Pimentel Garcia

Co-orientador: Profa. Dra. Ana Paula Dias Ribeiro

BRASILIA
2014



ANDRESSA FABRO LUCIANO DOS SANTOS

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE TRANSDENTINARIA DOS SISTEMAS
ADESIVOS UNIVERSAIS

Dissertacdo apresentada como requisito
parcial para a obtencao do Titulo de Mestre
em Ciéncias da Saude pelo Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia.

Aprovado em 21 de agosto de 2014.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Fernanda Cristina Pimentel Garcia (Presidente)
Universidade de Brasilia - UnB

Profa. Dra. Eliete Neves da Silva Guerra
Universidade de Brasilia - UnB

Prof. Dr. Jodo Paulo Figueir6 Longo
Universidade de Brasilia - UnB



Dedico este trabalho aos meus professores, pelas valiosas licdes
recebidas, aos amigos, pelas contribui¢cdes e horas despendidas
e, principalmente, aos meus familiares por todo apoio oferecido

para a concluséo deste trabalho.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A Deus pela forca, coragem e fé;

Ao meu pai Paulo César Luciano e principalmente a minha méae Angela
Maria Fabro Luciano pelo sélido exemplo, formacdo moral, paciéncia, amor e
companheirismo durante esta longa e ardua conquista. Mae, nunca esquecerei 0

que fizeste por mim!

Ao meu marido Alzeir Costa dos Santos pelo carinho, zelo, apoio,
compreensao e incentivo, que refletiram na tranquilidade para que pudesse alcancar

0 meu objetivo.

A minha irma Juliana Fabro Luciano pela amizade e exemplo de superacao.

As minhas professoras Fernanda Cristina Pimentel Garcia e Ana Paula
Dias Ribeiro, orientadora e co-orientadora, que, pacientemente, indicaram com
precisdo os caminhos a serem trilhados. Nesses anos de convivéncia aprendi a
admira-las cada vez mais, seja pela capacidade intelectual ou pelo entusiasmo de
ensinar e pesquisar. Muito obrigada, primeiramente pela oportunidade que me foi
dada, pela dedicacdo e excelente orientacdo, além da amizade e principalmente

pela confianca depositada!



AGRADECIMENTOS

A Universidade de Brasilia, na pessoa do Reitor, Prof. Dr. lvan Marques de

Toledo Camargo.

A Faculdade de Ciéncias da Salde, na pessoa da Diretora, Profa. Dra.

Maria Fatima Sousa.

Ao Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias da Saude, na pessoa do
Coordenador, Prof. Dr. Francisco de Assis Neves, aos professores e

funcionarios.

Ao Decanato de Pesquisa e Pos-graduacdo (DPP) pelo auxilio concedido
para o desenvolvimento dessa pesquisa.

A Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho” (UNESP) —
Faculdade de Odontologia de Araraqura, representada pelo Prof. Dr. Carlos
Alberto de Souza Costa, por permitir a utilizacdo das dependéncias do Laboratorio
de Patologia Experimental e Biomateriais, por me receber com muita atencdo e
cuidado e permitir que eu conseguisse realizar grande parte desse experimento. Ao

senhor os meus profundos e sinceros agradecimentos.

As professoras, Profa. Dra. Eliete Neves da Silva Guerra e Profa. Dra. Ana
Carolina Acevedo por disponibilizarem a infraestrutura do Laboratério de

Histopatologia Bucal para a realizacdo da parte experimental desta pesquisa.

Ao Prof. Dr. Leandro Augusto Hilgert, Professor da Area de Dentistica do
Departamento de Odontologia da Faculdade de Ciéncias da Saude, da UnB, pela
orientacdo da analise estatistica dos dados e pela contribuicdo cientifica desta

pesquisa.

A Acecil - Central de Esterelizacdo Comércio e Industria Ltda,
responsavel pela esterilizagdo a oxido de etileno, na qual foram realizadas para dar

inicio a este trabalho.



A professora da Area de Dentistica do Departamento de Odontologia da
Faculdade de Ciéncias da Saude, Profa. Dra. Patricia Nobrega R. Pereira pelo

exemplo de profissionalismo, conhecimentos compartilhados e apoio dispendido.

A Diana Soares e Fernanda Basso pela ajuda inestimavel durante todas as
etapas dessa pesquisa. O meu muito obrigada pela atencdo e disposi¢cdo para me

ajudar sempre que pecisei.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para o desenvolvimento

deste trabalho.



Mede-se a grandeza de uma idéia pela resisténcia que ela provoca.

(Anaxagoras)



RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade transdentinaria de sistemas
adesivos universais sobre cultura primaria de células pulpares. Setenta discos de
dentina foram obtidos de dentes terceiros molares humanos integros e divididos em
sete grupos considerando sua condutancia hidraulica. Os discos foram montados em
camaras pulpares artificiais e sob sua superficie pulpar, foram cultivadas células por
48 horas. Os grupos foram definidos da seguinte forma: G1 - controle (PBS), G2 —
convencional de 3 passos (Adper™ Scotchbond™ Multi-purpose); G3 -
autocondicionante de passo Uunico (Clearfi™ SE® Bond); G4 e G5 -
autocondicionante de passo Unico e convencional de 2 passos, respectivamente
(Scothbond™ Universal); G6 e G7 — autocondicionante e convencional de 2 passos,
respectivamente (Peak® Universal Bond). Decorridos 24 horas, foram avaliados o
metabolismo celular pelo teste do MTT e a morfologia pela MEV. O meio de cultura
em contato com as células foi coletado e utilizado para andlise de morte celular
utilizando o sistema de imagem celular GE InCell Analyzer 2000. Os dados foram
avaliados pelos testes ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis seguido do teste
comparativo de Mann-Whitney (p<0,05). Todos os sistemas adesivos testados
reduziram a porcentagem do metabolismo celular, comparados com o0 grupo
controle. Os mais citotéxicos foram os grupos G5 e G2. Os grupos G2, G3, G4, G5,
G6 e G7 reduziram o metabolismo em 33,7%, 19,2%, 16,83%, 42,27%, 28,83% e
8,86%, respectivamente. O potencial citotoxico dos adesivos foi G5 > G2 > G6 > G3
> G4 > G7. O G6 produziu o efeito mais fraco de indugéo de morte por apoptose nas
células da polpa, por outro lado, os grupos G2 e G7 resultaram nos maiores valores
(16,58% e 15,03%), respectivamente. A maior porcentagem de necrose foi induzida
pelo grupo G2 (63,44%), sendo esta estatisticamente diferente de todos 0s grupos,
exceto para o G4. Morte celular por necrose foi o tipo mais prevalente induzida pelos
adesivos estudados. Todos os sistemas adesivos testados causaram morte
(apoptose e necrose), lesdo celular e alteragbes de morfologia, o que indica

potencial citotoxico para as células pulpares.

Palavras-chave: Citotoxicidade, cultura de células, adesivos dentinarios.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the transdentinal cytotoxicity of universal
adhesive systems using pulp cells culture. Seventy dentin disks were obtained from
intact human third molars and divided into seven groups considering their hydraulic
conductance. The disks were adapted on artificial pulp chamber and cells were
seeded over their pulpal surface. After 48 hours, the chambers were inverted and the
adhesive procedures were performed according to the groups: G1 - control (PBS),
G2 - etch-and-rinse 3 step (Adper ™ Scotchbond ™ Multi-purpose); G3 — self-etch
single step (Clearfil ™ SE3 Bond); G4 and G5 - etch-and-rinse single step and self-
etch 2 steps, respectively (Scothbond ™ Universal); G6 and G7 — etch-and-rinse and
self-etch 2 steps, respectively (Peak Universal Bond ®). After 24 hours, cell
metabolism was evaluated by MTT assay and morphology by SEM. The culture
medium in contact with the cells was collected and used to analyze death cell using
the system image GE Incell Cell Analyzer 2000. Data were analyzed by non-
parametric Kruskal-Wallis test followed by comparison Mann-Whitney (p <0.05). All
adhesive systems reduced the percentage of cell metabolism compared with the
control group. The lowest value of SDH production was observed for G5, followed by
G2. The reduction of cell metabolism were of 33.7%, 19.2%, 16.83%, 42.27%,
28.83% and 8.86% for G2, G3, G4, G5, G6 and G7, respectively. The cytotoxic
potential of the adhesive systems were G5> G2> G6> G3> G4> G7. G6 produced
the weakest effect of inducing cell death by apoptosis. On the other hand, G2 and G7
groups produced the highest values (16.58% and 15.03%), respectively. The highest
percentage of necrosis was induced by G2 (63.44%), statistically different from all
groups, except from the G4. Necrotic cell death was the most prevalent type of cell
death for all adhesives tested. All adhesive systems caused cell death (apoptosis
and necrosis), reduction of cellular metabolism and alterations on cell morphology,

indicating their cytotoxic potential for pulp cells.

Keywords: Cytotoxicity, cell culture, dentin bonding.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de agentes de unido com técnicas mais simples passou a
ser uma tendéncia, segundo o0s conceitos da odontologia moderna. Esses
apresentam menos passos operatorios, reduzindo a possibilidade de falhas, tais
como condicionamento excessivo e desidratacdo da dentina, evitando-se assim
problemas na adesao (1). Como reflexo dessa situacdo, vé-se o surgimento dos
sistemas adesivos Universais, “Multi-purpose” ou “Multi-mode”. Esses adesivos séo
mais versateis, pois incluem as opc¢des da técnica convencional de dois passos e a
autocondicionante de um ou dois passos (2, 3).

Contudo, para que isso fosse possivel, houve a necessidade da incorporacéo
de novos componentes aos mondmeros e solventes presentes nesses materiais,
alterando a sua formulacdo quimica e mecanismo de acéo. O silano, a clorexidina e
0s copolimeros a base de ionébmero de vidro sdo alguns exemplos dos componentes
que fazem parte desses novos sistemas adesivos. A presenca desses compostos
pode modificar o comportamento desses sistemas adesivos frente ao substrato
dentéario além de poder induzir respostas biologicas ainda ndo esclarecidas, uma vez
que, a informacao na literatura sobre o desempenho dessa nova classe de sistemas
adesivos € escassa (2, 3).

A matriz organica dos adesivos dentinarios tem sido reconhecida como uma
fonte de compostos que causam uma grande variedade de reacdes biol6gicas
adversas (4). Tem sido relatado que esses compostos, como por exemplo, bisfenol
A-glicidilmetacrilato (Bis-GMA); dimetacrilato de uretano (UDMA); dimetacrilato de
trietilenoglicol (TEGDMA); metacrilato de 2-hidroxietii (HEMA) e canforoquinona
(CQ), podem induzir intensas lesées celulares. Essa citotoxicidade é resultado da
incompleta conversdo mondmero-polimero, a qual leva a liberagdo dessas
substancias monoméricas e aditivos para o ambiente oral (5), ou mesmo sua
difusdo para o espaco pulpar apés a sua aplicagdo. Podendo, contudo, causar
efeitos adversos locais e sistémicos (6, 7).

Os efeitos sobre o tecido pulpar também sdo dependentes da permeabilidade
(8, 9) e espessura do remanescente dentinario (8, 9, 10). Embora essa camada de

dentina reduza os efeitos bioldégicos adversos, concentragbes consideraveis de



16

mondémeros (0,2-3,6 mM) tém sido estimadas por alcancar a polpa dentéria, mesmo
na presenca de uma barreira intacta de dentina (11).

Os mondmeros presentes nesses materiais interferem especificamente nas
diversas funcdes celulares, tais como, producdo de citocinas, processo de
mineralizacdo, diferenciacdo celular. Além disso, esses compostos podem induzir a
apoptose relacionada com a modificagdo das vias de transdugdo do sinal e
expressao de fatores de transcricdo, além de morte por necrose (12).

As evidéncias atuais sugerem fortemente que o mecanismo por tras dessas
respostas celulares especificas é resultante do estresse oxidativo gerado. Tem sido
firmemente estabelecido que os mondmeros de resina causam um esgotamento da
glutationa um antioxidante intracelular (GSH), enquanto, paralelamente, aumenta a
formacéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (8, 9, 11, 12, 13).

Embora os detalhes dos mecanismos que resultam na citotoxicidade e
genotoxicidade nao sao completamente compreendidos, sabe-se que os
mondmeros resinosos sdo capazes de alterar as funcdes celulares (4). Frente as
essas evidéncias, esforcos combinados estdo sendo feitos no campo da toxicologia
e biologia celular para melhorar a nossa compreensdo a respeito dos possiveis
efeitos dos mondOmeros resinosos sobre os tecidos, bem como proporcionar
melhorias futuras nas técnicas e materiais odontoldgicos.

Tendo em vista o exposto, foi considerado oportuno avaliar in vitro a
citotoxicidade transdentinéria dos sistemas adesivos universais comparando-0s com
os demais sistemas nao-universais sobre cultura de células da polpa. A hipGtese
nula testada foi que o tipo de sistema adesivo e a técnica de aplicagcdo nao
influenciam a viabilidade e o tipo de morte (apoptose e necrose) celular em cultura

primaria de células da polpa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os sistemas adesivos sofreram grande aprimoramento desde de sua
introducdo h& mais de 50 anos. O principal desafio para os adesivos dentarios é o
de apresentarem uma interacdo adesiva igualmente efetiva a dois tecidos duros de

diferentes naturezas (14).

2.1 TECNICAS E TIPOS DE SISTEMAS ADESIVOS

O mecanismo fundamental de Adeséo dos sistemas adesivos ao esmalte e a
dentina baseia-se, essencialmente, num processo de troca no qual os minerais
removidos dos tecidos duros dentarios sdo substituidos pelos mondémeros resinosos
que, sob a polimerizagdo, se tornam micromecanicamente interligados nas
porosidades previamente criadas (15). Frente a isso, existem atualmente sistemas
adesivos que seguem uma abordagem de “condicionamento total” ou de
“autocondicionamento”, os quais diferem significativamente na maneira com que
interagem com o tecido dentario. Contudo, deve-se afirmar que ambas as
abordagens tém apresentado desempenhos bem sucedidos em laboratério, bem
como nas pesquisas clinicas, enquanto, obviamente, ainda exista uma alta
dependéncia do produto em si (14).

Os sistemas adesivos de condicionamento total sdo 0s mais antigos na
evolucdo desses sistemas. Na versdo de 3 passos, eles envolvem um
condicionamento &cido, a aplicacdo de um primer e o uso posterior de um adesivo,
em separado. O condicionamento &cido, usando acido fosforico a 32-37% (pH de 0,1
a 0,4) nédo apenas condiciona o esmalte e a dentina simultaneamente, mas o baixo
pH elimina muitas das bactérias residuais (16).

O condicionamento acido em esmalte transforma sua superficie lisa e suave
em superficie acentuadamente irregular, permitindo que, diante da aplicacdo do
material resinoso, ocorra a infiltracdo do monémero nas irregularidades produzindo

uma interacdo micromecanica, estabelecendo a adesdo (17). JA& em dentina, o
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condicionamento acido remove completamente a smear layer, expde os tubulos
dentinérios, aumenta a permeabilidade dentinéaria, dissolve a dentina peritubular com
consequente alargamento da entrada dos tubulos dentinarios e desmineraliza a
dentina intertubular com dissolucdo dos cristais de hidroxiapatita e exposicdo de
fibrilas de coldgeno dispostas em forma de redes (18). Nesse passo, o0 acido
desmineraliza por completo a superficie de 5 a 8 ym da matriz intertubular da
dentina (16), estando relacionado com o tipo, concentracdo, viscosidade, tempo de
exposicdo e pH do material utilizado (19). Essa nova condicdo do substrato
dentinario mostra-se propicia para a aplicacéo do primer.

Os primers séo, geralmente, solucdes ricas em HEMA e agua que garantem
uma completa expansdo da malha das fibrilas de colageno, umedecendo-as com
mondmeros hidrofilicos (16). A penetracdo do adesivo na dentina Umida
desmineralizada sé € possivel devido a natureza hidréfila do primer, que tem
afinidade por agua, pela presenca dos solventes organicos em sua composicdo, que
penetram na dentina em busca de umidade, carreando os monémeros resinosos.
Apoés a evaporacao do solvente, esses monémeros séo polimerizados ao redor das
fibrilas de colageno e da dentina desmineralizada pelo condicionamento &cido,
promovendo uma retencdo micromecanica (20). Assim, o grupo hidréfobo, contido
no frasco de adesivo, tem afinidade a resina e finaliza a aplicagdo dos sistemas
adesivos de 3 passos.

Para simplificar a técnica restauradora, surgiram os adesivos de frasco Unico
(one-bottle), cujo mecanismo de unido é similar aos adesivos de 3 passos. Tornam-
se diferentes apenas porque o primer e 0 adesivo séo incluidos no mesmo frasco
(21). Os sistemas adesivos de frasco Unico tém chamado a atencdo dos
profissionais, uma vez que a facilidade de uso e a rapidez de aplicacdo sdo pontos
importantes na selecdo do material (22).

Uma das limitacbes dessa técnica é a presenca e quantidade de umidade do
substrato dentinario (20). Uma vez que, a umidade em excesso pode promover
perda da qualidade da camada hibrida, devido a diluicdo do primer e dificuldades de
penetracdo dos mondmeros hidrofilicos ao longo da dentina desmineralizada (23,
24, 25). Em outro extremo, a desidratacdo da dentina condicionada provoca o
colapso da rede de fibrilas de colageno, diminuindo os espacos disponiveis para a
infiltracdo do adesivo (26). Além de uma eventual discrepancia entre a profundidade

do substrato desmineralizado pelo condicionamento acido e a real infiltracdo dos
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monomeros (27), que pode resultar em regides de dentina que, por ndo chegarem a
ser hibridizadas, ficam enfraquecidas mecanicamente e sujeitas a nanoinfiltracéo.

Diferentemente dos adesivos de condicionamento total, os adesivos
autocondicionantes ndo demandam de uma etapa separada de condicionamento,
pois eles contém mondmeros acidos que, simultaneamente, “condicionam” e
desmineralizam e atuam como um “primer” no substrato dentario.
Consequentemente, essa abordagem é considerada mais vantajosa (menor tempo
de aplicacdo, menos passos) e menos sensivel a técnica (a dentina pode estar
Umida, secagem mais simples), o que por si s6 resulta em um desempenho clinico
mais confidvel (28) por mais que ainda pareca ser bastante dependente do produto
empregado (14).

Os adesivos autocondicionantes podem se apresentar como adesivos de
“dois passos” ou “de passo unico”, dependendo se o primer autocondicionante (em
sua maioria, livre de solventes) e a resina adesiva sao fornecidos separadamente ou
se encontram combinados em uma Unica solucdo. Os adesivos de passo Unico
ainda podem ser subdivididos em adesivos de “dois componentes” ou de “um soé
componente”. Ao separarem os ingredientes “ativos” (como os monémeros
funcionais da é&gua), os adesivos autocondicionantes de dois componentes
teoricamente possuiriam uma vida mais longa (em termos de armazenamento), mas
eles demandardo uma mistura adicional adequada de ambos os componentes. Os
adesivos de passo Unico de um s6 componente sdo 0s Unicos que podem ser
considerados como os verdadeiros adesivos “de frasco unico” ou como adesivos
“tudo em um”, na medida em que eles combinam o “condicionamento”, o “primer” e a
“aplicacao da resina adesiva” e nao requerem misturas (14).

Em geral, os adesivos autocondicionantes possuem a vantagem de
desmineralizar e infiltrar a superficie dental simultaneamente a uma mesma
profundidade, teoricamente garantindo a completa penetracdo do adesivo (29). Em
profundidades maiores, os monémeros acidos sdo geralmente tamponados pelo
mineral contido no substrato, perdendo sua habilidade de condicionar a dentina mais
profundamente (30). Todos esses favoraveis fatores tém levado a solida e crescente
popularidade dos adesivos autocondicionantes na pratica odontolégica da atualidade
(14).

A demanda por adesivos que sejam mais simples, mais praticos e menos

sensiveis a técnica permanece alta, urgindo aos fabricantes o desenvolvimento de
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novos adesivos a passos rapidos (14). Diante dessa realidade de mercado, alguns
fabricantes lancaram sistemas adesivos que podem ser utilizados sob qualquer
técnica de aplicacdo: condicionamento acido total (com prévio condicionamento do
esmalte e da dentina), autocondicionante (sem condicionamento acido) ou com o
condicionamento seletivo do esmalte. O surgimento desses sistemas adesivos,
chamados de Universais, Multi-purpose ou Multi-mode, trouxe simplicidade,
praticidade e versatilidade aos procedimentos de unido adesiva. Assim sendo, para
Hanabusa et al. (2) e Perdigdo, Sezinando e Monteiro (3) esses materiais e 0
respectivo conceito por trds deles, sdo novos, portanto, hd pouca informacdo na
literatura sobre o desempenho dessa nova classe de sistemas adesivos.

2.2 ESTUDOS RELACIONADOS A CITOTOXICIDADE DOS SISTEMAS ADESIVOS

Conceitos da odontologia moderna foram baseados nas teorias de promocao
de salde, prevencao e estética. O advento de novos materiais e técnicas tem sido
relacionado com o desenvolvimento atual da odontologia, com base em evidéncias
cientificas, que associam a funcionalidade com o significado de tais conceitos (1).
Assim, o surgimento dos sistemas adesivos permitiu a recuperacdo de estruturas
perdidas do dente com preparos minimamente invasivos (31). Esses materiais sédo
utilizados para melhorar o contato entre a resina composta e as paredes da
cavidade preparada do dente. Como esses sistemas entram em contato préximo e
prolongado com a dentina vital, a sua influéncia sobre o tecido pulpar é fundamental.
Dessa forma, a biocompatibilidade dos adesivos dentinarios mostra-se um aspecto
relevante do sucesso clinico desses materiais (32).

Ha um consenso de que os adesivos dentarios podem ser citotoxicos para as
células da polpa quando aplicados em cavidades profundas. Varios estudos tém
demonstrado a citotoxicidade desses materiais (1, 4, 6), mas a etiopatogenia das
respostas pulpares ndo tem sido completamente compreendida, bem como o efeito
dos adesivos sobre o ciclo celular. Silva et al. (1) atribuem esta toxicidade aos seus
componentes. Dentre esses, 0s mondémeros e co-mondmeros resinosos livres, tais
como HEMA, TEGDMA, Bis-GMA e UDMA (31), os quais sdo amplamente utilizados
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nas suas composi¢oes, tém sido implicados como possiveis causadores de lesdo
celular pulpar (33).

A citotoxicidade desses materiais depende dos seus componentes, seus
pesos moleculares e também das interaces sinérgicas ou de antagonismo entre
eles (34). Tem sido demonstrado que o BisGMA é o mondmero mais toxico, seguido
sequencialmente pelo UDMA, TEGDMA e HEMA. O Bis-GMA, apesar do seu carater
hidrofébico que limita a sua liberacdo em ambiente aquoso, pode ser considerado
téxico mesmo em baixas concentracdes quando comparado com HEMA e TEGDMA.
Por outro lado, sistemas adesivos que possuem HEMA na composi¢cdo também
podem ser citotdxicos, pois esse mondmero, além de ser hidrofilico, possui baixo
peso molecular o que possibilita sua difusdo em grandes quantidades pela dentina,
podendo atingir o tecido pulpar e consequentemente causar lesdes celulares
irreversiveis (35). No entanto, a citotoxicidade ndo é influenciada apenas pelas
caracteristicas individuais dos componentes, mas também por suas interagdes.
Poskus et al. (34) evidenciaram que os agentes de ligacdo que continham Bis-GMA
foram menos citotoxicos que 0s outros agentes que continham Bis-GMA, UDMA e
HEMA e Bis-GMA e HEMA, o que demonstra que a combinacdo de substancias
interfere na toxicidade do material.

Outro importante aspecto nos estudos de citotoxicidade esta relacionado a
estabilidade dos componentes dos materiais resinosos em meio aquoso, mesmo
apos polimerizacdo. De maneira geral, a dissolugcdo dos sistemas adesivos
polimerizados em meio aquoso pode atingir valores de 1,5 a 2,5% do seu peso total,
dos quais, 5 a 10% sdo mondémeros residuais ndo convertidos. Essa dissolucéo é
decorrente das formulagdes altamente hidrofilicas resultando no aumento da
susceptibilidade destes materiais a degradacdo hidrolitica. A maioria dos
mondmeros amplamente usados na composicdo dos adesivos dentinarios, tais como
TEGDMA, Bis-GMA e UDMA, sé&o hidrofobicos e n&o se difundem bem sob as
condicbes aquosas encontradas in vivo. Quando utilizados em uma mistura com
HEMA, a difusdo desses mondmeros pode ser facilitada porque o HEMA aumenta a
caracteristica de hidrofilia do material. Sob estas condi¢des, alguns monémeros
hidrofébicos podem atingir e lesar componentes celulares (33).

A polimerizacdo completa dos sistemas adesivos dificilmente é alcangada (1).
Atualmente, ndo ha conversdo total dos mondmeros durante a polimerizacéo.

Espera-se que, no final da polimerizacéo inicial, a maior parte dos monémeros irdo



22

reagir com a rede de polimeros e a quantidade de mondmeros residuais sera inferior
a um décimo do restante dos grupamentos metacrilato (31). Adesivos dentarios
apresentam um risco elevado de polimerizacdo incompleta porque eles séo
aplicados em finas camadas o que favorecem a inibicdo pelo oxigénio (36). Além
disso, quando aplicados em cavidades profundas, os mondmeros residuais
decorrentes da polimerizacdo incompleta podem atingir a polpa por difusdo, e na
dentina condicionada, esta penetracdo tende a ser mais elevada (1).

Evidéncias de transudacdo de fluidos dentinarios apos a aplicacdo dos
sistemas adesivos atestam o fato de que esses nao selam hermeticamente a dentina
profunda vital (31). Os sistemas adesivos de condicionamento parecem deixar as
fibrilas de colageno expostas sob uma matriz de dentina incompletamente infiltrada.
Isso, resulta em uma capacidade de vedacdo imperfeita das resinas adesivas a
dentina, com hidrolise do colageno por longos periodos. Com isso, tem-se a
liberacdo de mondmeros ndo convertidos dentro da camada hibrida e sua
substituicdo por agua causando efeitos deletérios a polpa. Esse selamento
imperfeito permite que haja fluxo transitério de fluidos pela dentina hibridizada.
Todavia, esses movimentos sao suficientes para criar arvores de &gua que
contribuem para a degradacéo da adeséo resina-dentina (37).

Por outro lado, tém-se os adesivos autocondicionantes que promovem efeitos
do condicionamento acido mais leve mantendo a smear plug hibridizada dentro dos
tubulos dentinarios o que reduz o fluxo de fluido, resultando em vedacédo superior.
Esse fato ficou comprovado no estudo de Hashimoto et al. (37), que observaram que
a quantidade de fluxo de fluidos através da dentina hibridizada foi significativamente
maior quando utilizou-se adesivos que utilizam condicionamento e lavagem do que
0s adesivos autocondicionantes.

Diferentes resultados de citotoxicidade para os sistemas adesivos podem ser
explicados pelas diferencas na sua composicao, técnica de aplicacdo e também das
propriedades reoldgicas. Dentre essas propriedades, tem-se a viscosidade do
material que ao ser menor, teoricamente torna sua difusdo mais rapida e mais
profunda. Como as substancias fluidas tém uma velocidade maior de difuséo,
mondmeros nao polimerizadas podem difundir-se no fluido que preenche os tubulos
dentinarios durante os 20 segundos em que 0 primer ou 0 adesivo permanecem na

dentina, antes da polimerizacdo, como um resultado da técnica (36).
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Sistemas adesivos muitas vezes sao utilizados em cavidades profundas e
seus componentes, tais como mondmeros, &cidos, solventes e fotoiniciadores,
podem passar através dos tubulos dentinarios, antes e apos sua polimerizacdo, em
particular quando a permeabilidade da dentina € alta, causando irritacdo pulpar (34).
Essa permeabilidade é de especial interesse para a aderéncia de materiais a dentina
e ao seu efeito bioldégico na polpa. A dentina atua como barreira de difusdo e de
adsorcao, diminuindo, assim, a concentracao de substancias residuais. A camada de
dentina existente absorve monémeros ndo reagidos e, por conseguinte, contribui
para a redugdo da citotoxicidade do material (31). Numerosos estudos
demonstraram que o0s componentes ndo polimerizados dos adesivos dentinarios
provocaram efeitos citotoxicos nas células pulpares por difusdo através dos tubulos
presentes na dentina (1, 31, 32, 35, 36, 38). Kusdemir et al. (31) relataram que
guantidades suficientes dos componentes dos adesivos autocondicionantes foram
lixiviados para o meio de cultura de células através da dentina, causando a
supressdo da atividade celular. Mostraram ainda que a espessura da dentina
influenciou na concentracdo e na quantidade dos agentes de ligacdo que
penetraram através da dentina para o espaco pulpar. Sendo que uma espessura de
0,5 mm de dentina reduziu a toxicidade do material a 75% e 1 mm de dentina pode
reduzir a toxicidade em 90%.

E sabido que a remocdo da camada de esfregaco com &cidos
desmineralizadores aumenta a forca de unido da resina com o dente. No entanto,
este procedimento elimina a camada e tampdes de esfregaco, removendo, assim,
uma barreira importante para a permeacdo de solutos e solventes. Além disso,
alarga a entrada dos tdbulos dentinarios, e, consequentemente, aumenta a
permeabilidade da dentina e eleva o risco de toxicidade. Dentes previamente
condicionados com &cido fosférico 37% apresentam uma taxa de difusdo maior e
mais rapida (36). Por outro lado, os adesivos autocondicionantes ndo removem
completamente a camada de esfregaco, eles incorporam a smear layer como agente
de unido ao substrato (39). Logo, sdo considerados mais seguros que 0s sistemas
adesivos de condicionamento total porque 0os mondmeros resinosos nao podem
penetrar muito profundamente nos tubulos dentinarios (34, 36).

Embora fatores como a espessura da dentina remanescente, permeabilidade
(34), e localizacao da dentina possa alterar a difusao e influenciar a toxicidade dos

materiais resinosos, um fator que causa preocupacao é que os dentistas tém apenas
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uma ideia subjetiva sobre esses fatores. Portanto, medidas devem ser tomadas para
minimizar os riscos bioldgicos diretamente relacionados com a aplicacdo de
adesivos dentinarios em cavidades profundas. Uma vez que, clinicamente, é dificil
avaliar o quanto a dentina permanece no assoalho da cavidade, devido a
variabilidade anatdbmica de um individuo para outro, o tamanho da camara pulpar, o
julgamento do examinador, formacédo e extensdo da dentina reparadora (36). Da
Silva et al. (1), ao mostrarem que embora a dentina remanescente promova
protecdo da polpa em cavidades profundas, essa ndo é suficiente para evitar a
penetracdo dos mondmeros residuais, também propdem que estratégias devam ser
escolhidas, a fim de proteger o complexo dentino-pulpar e permitir a regeneragao
dos tecidos envolvidos.

Os diversos estudos realizados nas ultimas décadas demonstraram que 0S
resultados das pesquisas sobre a biocompatibilidade dos materiais dentarios
realizados nos diferentes niveis de pesquisa (in vivo - em animais ou in vitro - em
cultura de células) ndo podem ser extrapolados para situacdes clinicas em seres
humanos. Todavia, os testes de citotoxicidade em cultura de células podem
determinar o potencial agressivo dos materiais sobre as células e direcionar os
cuidados que devem ser tomados quando da utilizacdo e recomendacdo de
aplicacdo desses materiais em procedimentos clinicos (40). Com isso, a
compreensao dos mecanismos de citotoxicidade provocada por esses materiais faz-
se necessaria para a selecdo de uma estratégia de protecdo do complexo dentina-

pulpar permitindo que haja cicatrizacdo e regeneragao desse tecido (41).

2.3 EFEITOS BIOLOGICOS DOS MONOMEROS PRESENTES NOS SISTEMAS
ADESIVOS

O sucesso clinico dos materiais resinosos depende ndo sé das propriedades
fisicas e quimicas, mas também de sua compatibilidade biolégica. A matriz organica
presente nesses materiais tem sido apontada como responsavel por uma grande
variedade de reagfes biolégicas adversas (4). Tem sido relatado que os monémeros
resinosos por exemplo, Bis-GMA, UDMA, TEGDMA, HEMA e iniciadores como a

CQ, podem induzir grave citotoxicidade devido a incompleta conversdo mondémero-
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polimero e consequentemente liberacdo de substadncias monoméricas e aditivos
para o ambiente oral (5), ou difusdo para o espaco pulpar ap0s a sua aplicacéo,
podendo causar efeitos adversos locais e sistémicos (6, 7).

Entre as substancias lixiviaveis, os monémeros e (co) monémeros foram
identificados como a principal causa de citotoxicidade (4, 5, 8). Os mecanismos de
citotoxicidade estdo, em primeiro lugar, relacionados a liberacdo a curto prazo de
mondmeros livres que ocorrem durante a conversdo mondmero-polimero. Em
segundo lugar, a liberacédo a longo prazo dessas substancias é gerada pela erosao e
degradacgéo ao longo do tempo (8). Essa liberacdo ocorre devido a deficiéncia na
polimerizacao, fatores térmicos, mecanicos ou quimicos.

Aproximadamente 15 a50% dos grupos metacrilicos ndo sao convertidos,
gerando a presenca de mondémeros residuais. Sabe-se que até 0 momento, ndo ha
conversao total apds a polimerizacao (8, 13, 42, 43, 44). Contudo, pode presumir-se
que, no final da polimerizacao inicial, a maior parte dos monémeros ira reagir com a
rede de polimero e a quantidade de mondémeros residuais sera menor do que um
décimo dos grupos metacrilicos restantes, que seria em torno de 1,5-5%. No
entanto, esta quantidade é suficiente para induzir os principais efeitos citotoxicos
sobre os tecidos dentarios (8).

Esses efeitos também sdo dependentes da permeabilidade (8, 9) e espessura
da dentina residual (8, 9, 10). A camada de dentina residual limita a infiltracdo de
mondmeros nao reagidos e, por conseguinte, contribui para a reducdo da
citotoxicidade do material, mas este parametro ndo esta diretamente sob o controle
do cirurgido-dentista. Ainda, a permeabilidade da dentina pode ser reduzida por
precipitacdo de calcio/fosfato no lumen dos tabulos dentinarios, que conduzem a
esclerose dentinaria (8). Embora esses fatores reduzam os efeitos biolégicos
adversos, concentracdes eficazes de mondémeros (0,2-3,6 mM) tém sido estimado
por alcancar a polpa dentaria, mesmo na presenca de uma barreira intacta de
dentina (11).

Os monbmeros presentes nos materiais restauradores como resinas
compostas, sistemas adesivos e cimentos resinosos interferem especificamente nas
diversas funcbes celulares, por exemplo, inibicdo da producdo de citocinas,
mineralizacao, diferenciagao celular, ou na indugéo de apoptose (12).

Evidéncias atuais sugerem fortemente que o0 mecanismo envolvido nas

respostas celulares especificas é a geracdo do estresse oxidativo. Sabe-se que 0s
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mondmeros resinosos causam um esgotamento de GSH, enquanto, paralelamente,
aumenta a formacao de EROs (8, 9, 11, 12, 13).

GSH é o principal antioxidante ndo enzimatico e serve como um substrato de
glutationa peroxidase para catalisar a reducdo de H,O, em H,0O, sendo
indispensavel na manutencdo do estado de tiol das proteinas essenciais (12). Ela
esta envolvida na desintoxicacao celular e na manutencao do equilibrio redox. GSH
€ um protetor eficiente contra lesdes oxidativas gerados por varios xenobiéticos e
substancias endogenas prejudiciais, especificamente EROs (5).

EROs séo gerados em condic¢es fisioldgicas normais ou como consequéncia
de estimulos enddgenos ou exdgenos, incluindo citocinas, fatores de crescimento,
endotoxinas bacterianas, radiacdo ou produtos quimicos (12). As fontes primarias de
EROs (peroxido de hidrogénio - H,O,, anion superoxido - O3, radical hidroxila — OH")
dentro da célula incluem as mitocondrias, as enzimas do citocromo P450, e os
peroxissomos. No entanto, EROs também sédo gerados a partir de fontes externas,
como resultado da exposicdo a luz UV, radiacdo ionizante e outros agentes
ambientais (4). Contudo, concentracbes elevadas de EROs para além da
capacidade do equilibrio redox celular causam lesdes oxidativas nas
macromoléculas celulares, como o DNA, proteinas e lipidos, e podem afetar a
sinalizacéo celular, resultando na morte celular por apoptose ou apoptose (12).

Essas espécies também estdo envolvidas na regulacdo do crescimento e
diferenciacéo cellular (45). Podem modular diretamente as cascatas de sinalizacéo,
ativando ou inibindo alguns fatores de transcricdo e componentes de transducao do
sinal celular ou, afetando indiretamente tal sinalizagdo, alterando o estado redox
celular (45). Altos niveis intracelulares de EROs, se ndo for combatido por
antioxidantes celulares, pode ativar o fator NF-kB (fator nuclear Kappa B),
provavelmente, para neutralizar a apoptose induzida pelo monémero HEMA. Esse
fator exerce um papel protetor contra a apoptose (4, 45).

O DNA é um alvo molecular para os componentes dos materiais resinosos.
EROs sédo os principais agentes responsaveis por lesd ao DNA enddgeno, que inclui
produtos de oxidacdo de bases do DNA, sitios apurinico/apirimidinico (AP), e
guebras no DNA. Persisténcia de lesdo no DNA induzidos por EROs poderia resultar
na geracdo de mutagbes deletérias. O reparo por excisdo de base (BER) é o
principal processo responsavel para o reparo de lesdes de DNA induzidas por EROs

e BRCAL é discutida como um fator-chave para a reparacao eficiente da leséao
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oxidativa ao DNA gerados por EROs. Esses agentes genotdxicos geram uma
variedade de lesdes, incluindo a geragao de quebras de cadeias simples ou duplas
no DNA. Como resposta, o sistema de regulacdo molecular elaborado € ativado para
manter a integridade do genoma celular. A conclusdo com éxito das fases do ciclo
celular (sub-G0/G1, fase G0O/G1, fase S e fase G2/M) é controlada precisamente em
varios pontos de controle do ciclo celular. Esses pontos de controle do ciclo celular
funcionam ativando respostas nas células sobre lesdo ao DNA através das
atividades coordenadas por sensores, transdutores e proteinas efetoras. O ciclo
celular pode entdo ser blogueado para iniciar a reparacdo das lesdes ao DNA ou
para ativar a morte celular programada (apoptose). No entanto, defeitos na
sinalizacao do ciclo celular sdo desastrosas para a integridade do genoma, porque
eles podem levar a danos celulares irreversiveis como mutacfdes genéticas ou danos
cromossOmicos. Esses fatos mostram a importancia de EROs na inducédo de
genotoxicidade, bem como o atraso do ciclo celular, e sugerem uma funcao central
dessas moléculas no desencadeamento de vias que conduzem a morte celular (4).

A atividade citotoxica de um composto quimico € indicado pela sua
capacidade em induzir a morte celular. Dois mecanismos de morte celular, a necrose
e apoptose foram identificados. Ambos seriam distinguidos com base em mudancas
morfologicas e bioquimicas e seriam detectados pelas analise dessas alteragdes
(41).

Necrose € um processo passivo de morte celular que resulta em rompimento
da membrana celular e liberacdo de componentes celulares para a matriz
extracelular (46). E definida como uma forma violenta de morte celular iniciada por
estimulos ambientais que resultam na rapida desregulacdo da homeostasia (47).
Durante a necrose, ocorre condensacdo da cromatina e a célula aumenta de
volume, as mitocOndrias dilatam-se, juntamente com o reticulo endoplasmatico, e ha
desagregacao dos ribossomos. Ocorre alteracdo na permeabilidade da membrana,
rompimento de organelas e da membrana plasmatica, com liberacdo de
componentes intracelulares (48, 49), gerando inflamacao.

Em contraste, a apoptose (morte celular programada), como um processo
ativo, é estimulada por meio de sinais de desenvolvimento ou de fatores ambientais
(46). Esse termo foi originalmente usado referindo-se a um padrédo de morte celular
com caracteristicas morfoldgicas distintas da necrose (50). E um processo fisiolgico

altamente regulado de morte celular programada, caracterizada por alteracées no
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citoesqueleto que induzem contragao celular, fragmentacédo do DNA, condensacgao
da cromatina levando a aparéncia de nacleos picnoéticos, formacgéo de vesiculas sem
perda de integridade da membrana e sem resposta inflamatoéria (51, 52, 53).

Mantellini et al. (54) relataram que, logo ap0s a exposicdo a um sistema
adesivo, a maioria das células da polpa revelou algumas alteragcbes morfologicas
relacionadas a apoptose. Esta observacao levou a hipétese de que o modo como 0s
odontoblastos sé@o induzidos a morte celular pelos adesivos pode ser por apoptose e
nao por necrose. Para ratificar esses achados, estudos recentes demonstraram que
0s mondmeros resinosos, como TEGDMA e HEMA tém o potencial de induzir
apoptose in vitro (41). Além disso, também foi demonstrado que o BisGMA ativou a
via de transducao de sinal da apoptose mediada por caspases. Essas pertencem a
familia de protease de cisteina que desempenham um papel central na
desmontagem das células. Existem duas grandes vias de sinalizacdo para ativar a
cascata caspases, a extrinseca, via receptores de morte, e a intrinseca, por meio
das vias mitocondrial. Essas vias causam a ativacdo de caspase-3, resultando na
fragmentacdo do DNA, ampliando, assim, o sinal de apoptose. Enquanto que a
caspase-3 € um fator central na inducédo de morte celular por apoptose, caspase-9, é
o iniciador da via apoptética mitocondrial e caspase-8 € um iniciador do receptor de
morte por apoptose. Nesse estudo, portanto, foi relatado relagées positivas entre o
dano ao DNA e apoptose no tratamento de macrofagos com Bis-GMA. Sugerindo
gue a caspase-3, caspase-8 e caspase-9 desempenham um papel critico na
citotoxicidade e genotoxicidade induzida por Bis-GMA aos macrofagos da linhagem
RAW264.7 (55).

Para manter a homeostase redox e as funcdes vitais das células, o equilibrio
dindmico de EROs é fortemente regulado por antioxidantes ndo-enzimaticos como a
GSH e o0s enzimaticos como superdxido dismutase (SOD), tioredoxina (Trx),
tioredoxina redutase (TrxR), glutationa peroxidase 1 (GPx), glutationa redutase,
catalase (CAT), e outras enzimas relacionadas ou reguladoras de sua expressao (4,
12). O sistema de defesa antioxidante enzimatico controla o estado oxidativo
intracelular, metabolizando e eliminando diversificadas EROs, incluindo o H,0,, Oy
e OH", com o objetivo de um sistema redox equilibrado (12).

Tem sido relatado que os antioxidantes, tais como N-acetilcisteina (NAC),
ascorbato (vitamina C), e Trolox (vitamina E), podem prevenir a toxicidade celular

induzida por TEGDMA (5, 12, 45). NAC € um composto doador de cisteina que atua
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como um precursor da glutationa e pode diminuir o estresse oxidativo celular
diretamente, como uma fonte de grupos sulfidrila, que neutralizam EROs, ou
indiretamente, restaurando o teor de glutationa (4, 45). E conhecido por influenciar
varias vias de sinalizacdo de transducéo, resultando na promocéao da sobrevivéncia
e diferenciacao celular, reducéo da inflamagé&o, ou inducao de apoptose (12).

Spagnuolo et al. (45) demonstrou que a elevada concentragdo de NAC (5 e
10 mM), reduziu a producdo de EROs e toxicidade induzida por HEMA mostrando
uma reversdo completa e significativa do efeito desse mondmero. Sugere que este
efeito protetor de NAC pode também estar relacionada com uma possivel
restauracdo do conteudo de glutationa reduzida ou de uma modulacdo de
componentes de transducéo de sinal celular sensivel ao redox incluindo Ras, Raf-1,
MEK, ERK e fatores de transcricéo, tais como AP-1, NF-kB e NF-r2.

Embora os detalhes dos mecanismos que conduzem lesdao ao DNA, como:
mutacOes, morte celular (apoptose), perturbacdo do ciclo celular, alteracdo da
expressao génica, supressdo do crescimento, diferenciacdo e proliferacdo celular,
formacdo de microndcleos (danos cromossdmicos) ndo sao completamente
compreendidos, sabe-se que os mondmeros resinosos sao capazes de alterar as
funcdes celulares. Caminhos que regulam a homeostase celular, ou a reparacdo dos
tecidos pode ser modificado por monémeros em concentracbes muito inferiores as
gue causam toxicidade aguda (4).

Frente as essas evidéncias, esforcos combinados estdo sendo realizados no
campo da citotoxicidade e biologia celular para melhorar a nossa compreenséo a
respeito dos possiveis efeitos dos mondmeros resinosos sobre os tecidos, bem

como proporcionar melhorias futuras nas técnicas e materiais odontoldgicos.
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3 OBJETIVOS

Este estudo tem por objetivo geral:

e Avaliar a citotoxicidade transdentinaria de sistemas adesivos universais e

comparar aos demais sistemas nao-universais sobre cultura de células
pulpares.

Objetivo especifico:
Testar a hipotese nula:

e A hipétese nula testada foi que o tipo de sistema adesivo e a técnica de
aplicacdo nao influenciariam a viabilidade e o tipo de morte (apoptose e

necrose) celular em cultura priméria de células da polpa.
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4 METODOS

4.1 OBTENCAO DOS DISCOS DE DENTINA

Foram selecionados terceiros molares humanos higidos, recém extraidos e
armazenados em solucéo de agua destilada com timol 0,9% a 4 °C (Figura 1), apés
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Salde da
Universidade de Brasilia sob protocolo n® 20/11 (Anexo 1). Os dentes, apds remoc¢ao
de restos do ligamento periodontal e debris aderidos a sua superficie, foram
armazenados em agua destilada até a obtencao dos discos de dentina.

Os dentes foram fixados em placas de resina acrilica com cera pegajosa de
tal forma que o seccionamento fosse realizado por um disco de diamante (Struers)
acoplado a uma maquina de cortes seriados (modelo Accutom-5, Struers) (Figura 2).
Foram obtidos discos de dentina com 0,6 mm de espessura através do corte
transversal da coroa dentaria em duas regides, sendo uma acima da projecado dos

cornos pulpares e outra abaixo da juncdo amelo-dentinaria oclusal (Figura 3).

El/g_udra 1 - Dentes terceiros molares humanos Figura 2 — Maquina de corte
igidos.
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Figura 3 — Esquema ilustrativo da obtenc¢éo do disco de dentina.

Somente um Unico disco de dentina foi obtido de cada dente. A superficie
desses discos foi examinada em microscopio estereoscépico (modelo SZX7,
Olympus, Sao Paulo, SP, Brasil) para verificacdo da presenca de esmalte no lado
oclusal e defeitos resultantes da projecdo dos cornos pulpares no lado pulpar.
Portanto, foram utilizados discos que apresentassem apenas tecido dentinario em
sua regido central (Figura 4). Em seguida, os discos foram reduzidos apenas na
superficie oclusal por meio de lixa de carbeto de silicio (#320) umedecida com agua
destilada até a espessura final de 0,5(x0,2)mm, mensurados por um paquimetro
digital (150mm, JOMARCA, Guarulhos, SP, Brasil) (Figura 6). Os discos de dentina
foram armazenados em agua destilada a 4°C, até a leitura da permeabilidade.

Figura 4 - Discos selecionados para a Figura 5 - Mensuracdo da
realizacdo do experimento. espessura do disco de dentina

por meio do paquimetro digital.
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4.2 DETERMINACAO DA PERMEABILIDADE DENTINARIA (CONDUTANCIA
HIDRAULICA)

A permeabilidade dentinaria foi medida utilizando a condutancia hidraulica
(Lp) pela filtracdo. A condutancia hidraulica baseia-se na medicdo do volume de
fluido forcado através do disco de dentina sob uma pressao hidrostatica constante,
por unidade de é&rea, por unidade de tempo e por unidade de presséo, de acordo

com a féormula:

Jv
A.AP.t

Lp =

Onde, Lp é a condutancia hidraulica (UL. cm™?.min™*.cm H,O™); Jv é o volume
de fluido em pL ou distancia percorrida por uma bolha em mm; A é a area de
superficie de dentina em cm? AP é o gradiente de pressdo em cm H,0; et é o
tempo em minutos.

Para avaliar a filtracdo maxima de fluido de cada amostra, os dois lados do
disco foram condicionados com solu¢cdo de EDTA 0,5 M (pH 7,2) durante 60
segundos, seguido de lavagem com agua destilada. Com isso, removeu-se a smear
layer criada durante o desgaste, padronizando desta forma, 0os espécimes para o
teste de permeabilidade. Em seguida, cada disco foi posicionado em um dispositivo
denominado camara pulpar in vitro (in vitro pulp chamber, IVPC) ou céamara de
filtrac&o.

Essa camara apresenta uma porcado superior e uma inferior que s&o
adaptadas por rosqueamento e recebe o disco de dentina para a realizagdo das
medi¢cbes da condutancia hidraulica. A camara de filtracdo representa a parte final
de um sistema complexo que determina a permeabilidade dos discos de dentina.

Uma canula metélica presente na IVPC foi conectada por meio de um tubo de
polietileno a uma micropipeta justaposta a uma escala de medigcdo em milimetros,
que serviu para medir o deslocamento do liquido numa fracdo de tempo, conforme a
velocidade de filtracdo dos discos de dentina. Por conseguinte, essa micropipeta

também se une a uma coluna de agua a uma altura de 180 centimetros por meio de
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um tubo de polietileno. Dessa forma, o sistema comeca a funcionar quando a valvula
dessa coluna de agua € aberta e libera a agua que exerce uma pressao hidrostética.
Assim, o deslocamento de agua € visualizado através da movimentacdo de uma
microbolha criada por uma seringa acoplada a uma extensdo capilar entre a
micropipeta e a camara de filtragdo. Logo, o disco permaneceu sob esta presséo por
5 minutos, apds os quais a movimentacdo dessa microbolha de ar introduzida na
canula foi registrada durante 30 segundos e os valores obtidos (Jv) transformados

em valor de condutancia de acordo com a férmula apresentada (Figura 6).

Micropipeta com &> = Disco de dentina
bolha de ar @

|

Camara de

Seringa para injetar a
bolha de ar
Filtracao

Figura 6 — Esquema ilustrativo do sistema utilizado para medi¢do da condutancia
hidraulica.

Depois de determinar a condutancia hidraulica, setenta discos foram divididos
em 7 grupos (n = 10), de modo que nao houvesse diferenca estatisticamente

significante entre os valores numéricos meédios de permeabilidade obtidos para cada

grupo.

4.3 CULTIVO DE CELULAS PULPARES HUMANAS SOBRE OS DISCOS DE
DENTINA



35

Células oriundas do cultivo priméario da polpa humana foram cultivadas em
garrafas plasticas com area de base de 75 cm? (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA)
em meio de cultura DMEM (Dulbeccos’s Modified Eagle’s Medium, SIGMA Chemical
Co., St. Louis, MO, EUA) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab,
Campinas, SP, Brasil), 100 IU/mL e 100 ug/mL, respectivamente, de penicilina e
estreptomicina, e 2 mmol/L de glutamina (GIBCO, Grand Island, NY, EUA), em uma
atmosfera umedecida contendo 5% de CO, na temperatura de 37°C. Essas células
foram subcultivadas a cada trés dias até a obtencédo do numero de células suficiente

para a realizagao do experimento (Figura 7).

Figura 7 — Cultivo de células da polpa humana em garrafa plastica.

Para realizar os testes de citotoxicidade, os discos de dentina foram
desgastados em sua area total com auxilio de ponta diamantada cilindrica (n° 2143
KG Soresen, Barueri, Sdo Paulo, Brasil), de forma que o diametro final fosse de
8mm (Figura 8). Além disso, o lado oclusal dos discos de dentina foi levemente
lixado utilizando lixa de carbeto de silicio de granulacdo 320 por 10 segundos,
apenas para devolver a smear layer aos discos e, com isso, aproximar de uma
condicao clinica (Figura 9).
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Figura 8 — Reducédo dos discos de dentina Figura 9 — Formacédo da smear
(8mm de didmetro) com auxilio de alta layer.
rotacdo e broca diamantada cilindrica.

Em seguida, os discos de dentina foram posicionados em um dispositivo que
simula a camara pulpar. Esse dispositivo confeccionado em aco inoxidavel,
apresenta formato cilindrico com 9mm de altura e abertura de 8mm até os 4
primeiros milimetros, havendo uma reducdo para 6mm. Tal caracteristica permite
que o disco de dentina seja adaptado corretamente. Existem perfuracbes no
compartimento inferior que permitem a livre difusdo do meio de cultura entre as

partes externa e interna da camara pulpar (Figura 10).

Figura 10 — Camara pulpar in Figura 11 - Adaptacdo dos anéis de
vitro. silicone no dispositivo.

Os discos de dentina foram posicionados nos dispositivos entre dois anéis de
silicone “o-ring” (Orion — S&o Paulo, SP, Brasil) com diametro interno de 4,47mm e
espessura de 1,78mm (Figura 11). Os anéis mantém o disco em posi¢cao além de

permitirem o vedamento lateral. Nao havendo possibilidade do sistema adesivo, ao
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ser aplicado na superficie oclusal do disco de dentina, escoar pelas laterais do
dispositivo atingindo o meio de cultura (Figuras 12A e 12B). Em seguida, esse
conjunto foi esterilizado por meio de gas de 6xido de etileno (Acecil Central de

Esterilizacdo Comercial Ltda, Campinas, SP, Brasil).

Figura 12 (A) - Posicionamento do Figura 12 (B) — Aspecto final do
disco de dentina na camara pulpar in conjunto.
vitro, entre os anéis de silicone.

30.000 células em meio de cultura DMEM completo foram plantadas sobre o
lado pulpar dos discos de dentina, correspondente a uma area de 0,28 cm?. Para
tanto, as camaras pulpares foram colocadas em placas de 24 pocos (COSTAR 3595
— Corning Incorporated, Corning, NY, EUA) em posicao invertida por 48 horas e
mantidas em atmosfera umedecida de 5% de CO,, na temperatura de 37°C durante
todas as etapas do cultivo (Figuras 13A e 13B). Passado as 48 horas, as células da
polpa humana entram em confluéncia sobre a superficie pulpar do disco de dentina,
simulando a camada odontoblastica, a qual reveste internamente a camara pulpar
em dentes integros. Logo, as camaras pulpares foram revertidas para que 0s
procedimentos adesivos fossem realizados sobre o lado oclusal dos discos,

simulando as condic¢des clinicas.
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Figura 13 (A) — IVPC posicionadas de modo
invertido no compartimento da placa com 20
ML de células com meio sendo semeadas
para permitir aderéncia inicial das células
pulpares na face pulpar dos discos de
dentina.

4.4 PROCEDIMENTO ADESIVO

Figura 13 (B) - Preenchimento do
compartimento com 1 mL de DMEN para
possibilitar o plantio celular.

Os sistemas adesivos utilizados nesse experimento (Figura 14) estédo

classificados e apresentados na Tabela 1.

M EspE

Adper ™ 2
Scotchbond™
Multi-Purposé

© Adnesive

8ml
7543

|

|

Scotchivond™
Universai Etchant

Figura 14 — Materiais utilizados no experimento.
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Tabela 1 — Materiais testados e siglas, fabricante/namero do lote, classificacdao,

e principais componentes

Materiais Lote Fabricante  Classificacao Componentes
Adper™ 1308100964 3M/ESPE Convencional de Primer: 2-hidroxietilmetacrilato e
Scotchbond™ Dental 3 passos acido polialcendéico
Multi-Purpose Products (St. Adesivo: Bismetacrilato de (1-
(G2) Paul, MN, metiletilideno)bis [4,1-fenilenooxi

USA) (2-hidroxi-3,1-propanodiilo0] e

metacrilato de 2-hidroxietila
Clearfil™ S*® S2890-KA- Kuraray Autocondicionante 10 MDP, Bis-GMA, HEMA,
Bond Plus 01 Medical Inc. de passo Unico Dimetacrilato alifatico hidréfilo,
(G3) (Okayama, Metacrilato alifatico hidrofébico,
Japan) Silica coloidal, Fluoreto de sédio,

Canforoquinona, Aceleradores,
Iniciadores, Etanol e Agua

Scothbond™ 41258 3M/ESPE Autocondicionante  Bis-GMA, 2-hidroxietil
Universal AG — de passo Unico e metacrilato decametileno
(G4 - Gb5) Seefeld, convencional de 2 dimetacrilato, Etanol, Agua,

Germany passos Silica tratada com silano,2-

propandico acido 2-metil-,
produtos da reacdo com 1,10-
decanodiol e Pentdéxido de
fésforo (P205), Copolimero de
acrilico e &cido itacOnico

,canforoquinona, 4-
(Dimetilamino)-benzoato,
Tolueno
Peak® 112811 Ultradent Autocondicionante  Primer: alcool etilico, &cido
Universal Products, de 2 passos e metacrilico, 2-hidroxietil
(Peak SE Inc. (Utah, convencional de 2 metacrilato
Primer e Peak USA) passos Adesivo: alcool etilico,
LC Bond) clorexidina 0,2% e 2-hidroxietil
G6 — G7) metacrilato
Acido 3M/ESPE Gel Acido  fosférico a  35%,
Fosforico AG - espessante composto por silica
(Scothbond™ Seefeld, pirogénica e tensoativo soltvel a
Universal Germany agua

Etchant)

Bis-GMA, bisfenol A-glicidilmetacrilato; HEMA, metacrilato de 2-hidroxietil; 10-MDP, 10- Metacriloidecil
fosfato dehidrogenado

Quatro sistemas adesivos foram avaliados neste estudo e os grupos (n=7)
foram divididos de acordo com o tipo de adesivo e técnica de aplicacdo. Os grupos
experimentais e controle foram definidos da seguinte forma: G1 - controle (PBS), G2
— convencional de 3 passos (Adper™ Scotchbond™ Multi-purpose, SM/ESPE Dental
Products - St. Paul, MN, USA); G3 — autocondiconante de passo unico (Clearfil™
SE® Bond, Kuraray Medical Inc. - Okayama, Japan); G4 e G5 - autocondicionante de
passo unico e convencional de 2 passos, respectivamente (Scothbond™ Universal,

3M/ESPE AG — Seefeld, Germany); G6 e G7 — autocondicionante e convencional de
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2 passos, respectivamente (Peak® Universa Bond, Ultradent Products — Utah, USA).
Depois do condicionamento &cido, lavagem e secagem, no caso dos sistemas
convencionais, (Figuras 15A e B) foi aplicado dez microlitros (10uL) de adesivo na
superficie oclusal dos discos de dentina, de acordo com as instru¢cdes do fabricante
(Tabela 2) . Apos evaporacao, os adesivos foram fotopolimerizados por 10 segundos
por meio de uma unidade de fotoativacdo LED Bluephase (Bluephase, Ivoclar
Vivadent, Amhest, NY, EUA) com uma intensidade de luz = 1000 mW/cm? (Figuras

16A e B).

Tabela 2 — Modo de aplicacdo dos sistemas adesivos utilizados de acordo

com as instru¢des do fabricante

Sistema Adesivo

Autocondicionante

Convencional

Adper™

Scotchbond™  Multi-

Purpose (G2)

Clearfi™ S*® Bond

Plus (G3)
Scothbond™ Universal
(G4 —G5)

Peak® Universal Bond e
Peak® SE (G6- G7)

N.A

Aplicacdo do adesivo por
10 s (10 pL)

Secagem suave com jato
de arpor5s
Fotopolimerizacédo por 10 s

1. Aplicagéo do adesivo por 20 s
(10 pL)

2. Secagem suave com jato de
arpor5s

3. Fotopolimerizacédo por 10 s

1. Aplicac@o do primer por 20 s
(Gub)

2. Secagem suave com jato de
ar por 3 s

3. Aplicacédo do adesivo por 10 s
(5 L)

4. Secagem suave com jato de
ar por 10 s

5. Fotopolimerizacéo por 10 s

Condicionamento acido por 15 s
Lavagem por 20 s

Remocao do excesso de agua
Aplicacdo do primer por 10 s (5
ML)

Secagem suave com jato de ar
por5s

Aplicacdo do adesivo por 10 s (5
ML)

Fotopolimerizacédo por 10 s

N.A

1. Condicionamento &cido por 15 s

2. Lavagem por 20 s

3. Remocgao do excesso de agua

4. Aplicacdo do adesivo por 20 s (10
ML)

5. Secagem suave com jato de ar por
5s

6. Fotopolimerizagéo por 10 s

1. Condicionamento &cido por 15 s

2. Lavagem por 20 s

3. Remocgao do excesso de agua

4. Aplicacdo do adesivo por 10 s (10
ML)

5. Secagem suave com jato de ar por
10s

6. Fotopolimerizacé@o por 10 s
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Figura 15 (A) — Aplicacdo do &cido Figura 15 (B) — Lavagem e secagem
fosforico por 15 s. da superficie dentinaria.

Figura 16 (A) — Aplicagdo de 10 pL do Figura 16 (B) — Fotopolimerizacdo por
sistema adesivo. 10s.

4.5 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Quatro discos de dentina de cada grupo foram utilizados para a avaliacdo do
metabolismo celular. Essa foi realizada por meio da anéalise da aplicacédo do teste de
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina), a qual determina a

atividade da enzima desidrogenase succinica produzida pelas mitocondrias
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presentes nas células. Para tanto, apés 24 horas da aplicacdo dos adesivos, as
camaras pulpares in vitro foram transferidas para outra placa de 24 pocos com a
face pulpar voltada para cima e o extrato que permaneceu em contato com elas foi
removido delicadamente com o auxilio de uma micropipeta. Dessa forma, para cada
amostra, foram adicionados 900 pL de DMEM e 100 pL de solugdo de MTT (SIGMA
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), numa concentracdo de 5mg do sal/ml de PBS,
sendo incubadas por 4 horas a 37°C em 5% CO; e 95% de ar (Figuras 17A e B).
Para finalizar, essa solucédo foi aspirada e entdo 100 pL de isopropanol acidificado
foi aplicado sobre os discos, e apdés homogeinizacao foi depositado em uma placa
de 96 pocos (Figura 18) para que fosse quantificado por meio de um leitor universal
de Elisa a uma absorbancia de 570nm (Tp Reader; Thermoplate, Nanshan District,
Shenzhen, China). Todos os experimentos foram realizados pelo menos duas vezes

em momentos diferentes.

I
[

Figura 17 (A) — Solucéo de MTT aplicado sobre Figura 17 (B) — Amostras
as células presentes nos discos de dentina. incubadas por 4 horas.

Figura 18 - Aliquotas de 100uL obtidas Figura 19 — Analise em Microscopia
pela dissolugéo dos cristais violeta. Eletronica de Varredura.
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4.6 ANALISE EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Para cada grupo, dois discos de dentina foram utilizados para analise da
morfologia celular. Para isso, os discos contendo as células foram fixadas em
glutaraldeido 2,5% por 1 hora, sendo delicadamente lavadas com PBS por 15
minutos e pos-fixadas com tetroxido de 6smio 1% (OSO,4) por 1 hora. Uma nova
lavagem foi realizada e as células foram entdo desidratadas numa série de
concentracdes crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 95% e 100%) (Figura 19). Em
seguida, os espécimes foram lavados por duas vezes com 200uL de HMDS -
Hexametyldisilazane (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA), por 20 minutos

cada. Ap6s 24 horas em dessecador, os discos foram montados em stubs
metalicos e cobertos com ouro para analise em microscopio eletrénico de varredura
(DSM 960, Carl. Zeiss Inc., Oberkochen, Alemanha).

4.7 ANALISE DO TIPO DE MORTE CELULAR

6.000 células em meio de cultura DMEM completo foram plantadas sobre a
base do compartimento da placa de 96 pocos (Figura 20). Ap6s 48 horas, removeu-
se 0 meio DMEM e 100 puL do meio de cultura contendo os produtos da difusdo dos
adesivos pela dentina (eluato) foram aplicados e mantidos em encubadora por 24
horas. Passado esse tempo, as células foram centrifugadas a 4000 rpm por 2
minutos e, por fim, o eluato foi aspirado. Para a definicdo do tipo de morte celular, 20
puL de uma solucdo contendo uma proporcdo de 5 puL de Anexina V/1 uL de lodeto
de Propidio (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) foi aplicada em cada
compartimento e aguardado um periodo de 15 minutos. Logo depois, as ceélulas
foram centrifugadas (4000 rpm — 2 min) e a solucdo de AnexinaV/PI foi removida
para que 50 pL da solugcdo de Hoescht pudesse ser inserida. A partir disso, foi
possivel realizar a analise do tipo de morte celular por meio do sistema de imagem
celular GE InCell Analyzer 2000 (LS&E Infrastructure Unit) (Figura 21). Os dados
obtidos determinam o numero de células marcadas com cada reagente a partir do

namero total de células reconhecidas pelo sistema de imagem acima mencionado.
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AN

Figura 20 — Plantio de seis mil células na Figura 21 - Analise do tipo de morte
placa de 96 wells. celular por meio do aparelho In Cell
Analyzer 2000.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos a analise estatistica para verificagcdo de
diferencas ou nao entre os grupos, em relacdo ao metabolismo e ao tipo de morte
celular. Essas andlises foram realizadas utilizando o programa SPSS versdo 21.
Foram aplicados os testes ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis seguido do teste

comparativo de Mann-Whitney, todos ao nivel de 5% de significancia.



45

5 RESULTADOS

5.1 VIABILIDADE CELULAR

Os valores de producdo da enzima desidrogenase succinica pela cultura
primaria de células da polpa, de acordo com os sistemas adesivos e técnicas
adesivas testadas estdo apresentadas na Tabela 3. Todos os grupos diferiram
estatisticamente do grupo controle (G1), exceto G7, apesar de ter sido observado
uma reducédo de cerca de 8,9% aproximadamente. Esses dados demonstram que 0s
sistemas adesivos utilizados nos grupos G2, G3, G4, G5 e G6 apresentaram-se
citotdxicos as células da polpa, uma vez que os valores de metabolismo celular foi
reduzido significativamente quando em contato indireto com esses adesivos.

Os menores valores de producdo da enzima SDH foram observados para os
grupos G5 seguido pelo G2. Sendo que esse Ultimo ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante dos demais grupos em que se realizou a técnica
adesiva. O G5 foi o Unico grupo que mostrou-se estatisticamente diferente de todos
0s outros, sendo considerado o mais citotoxico neste estudo. De acordo com esta
pesquisa, foi observado que G2, G3, G4, G5, G6 e G7 reduziram o0 metabolismo em
33,7%, 19,2%, 16,83%, 42,27%, 28,83% e 8,86%, respectivamente. Em geral, 0
potencial citotéxico dos adesivos testados pode ser classificado como se segue: G5
>G2>G6>G3>G4>G7.
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Tabela 3: Producdo da enzima desidrogenase succinica (%SDH) pela cultura
priméria de células da polpa de acordo com os sistemas adesivos e técnicas
adesivas testadas.

Grupos

0, + H ~
Sistemas Adesivos % SDH + Desvio Padréao

G1 (Controle) 100.02 (+15.26) @
G2 66,30 (+2.65) *°
G3 80.80 (+15.20) ™
G4 83,17 (+5.88) ™
G5 57.73 (¥10.84)°
G6 71.17 (+18.63) ™
G7 91.14 (+19.06) **

Letras minUsculas permitem comparagfes entre colunas. Grupos identificados por letras iguais ndo diferem
estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05).

5.2 MORTE CELULAR POR APOPTOSE (ANEXINA) E POR NECROSE (IODETO
DE PROPIDEO)

As Tabelas 4 e 5 apresentam a porcentagem de morte da cultura primaria de
células da polpa por apoptose (anexina) e por necrose (iodeto de propideo) em
funcdo dos sistemas adesivos aplicados sobre os discos de dentina,
respectivamente. Os resultados revelaram que o tratamento realizado no G6
produziu o efeito mais fraco de inducdo de apoptose nas células da polpa, nao
apresentou diferencas estatisticamente significantes dos grupos G1 (controle), G3 e
G5, ou mesmo entre eles. Por outro lado, os grupos G2 e G7 resultaram nos
maiores valores de morte celular por apoptose (16,58% e 15,03%), respectivamente,

com diferenca estatistica dos demais grupos avaliados.
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Tabela 4: Porcentagem de morte da cultura primaria de células da polpa por
apoptose em fungao dos sistemas adesivos aplicados sobre os discos de dentina.

Grupos
Sistemas Adesivos

% Apoptose * Desvio Padréo

G1 (Controle)
G2
G3
G4
G5
G6
G7

9.63 (+2.13) ®
16.58 (¥2.91) °
9,43 (¢¥2.12) ®
13.91 (+5.84) "
11.99 (+3.76) *°
7.42 (#1.37) *®
15.03 (+2.97) ©

Letras minUsculas permitem comparagfes entre colunas. Grupos identificados por letras iguais ndo diferem

estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05).

Todos os tratamentos resultaram em morte celular por necrose. A maior

porcentagem de células mortas por necrose foi induzida pelo grupo G2 (63,44%),

sendo esta estatisticamente significante de todos 0s grupos, exceto para o G4.

Morte celular por necrose foi o tipo mais prevalente para todos os adesivos

estudados (Figura 22).

Tabela 5: Porcentagem de morte da cultura primaria de células da polpa por
necrose em funcéo dos sistemas adesivos aplicados sobre os discos de dentina.

Grupos

Sistemas Adesivos

% Necrose = Desvio Padréo

G1 (Controle)
G2
G3
G4
G5
G6
G7

20.20 (+1.88) ?
63.44 (+11.21)"°
23.63 (+4.38) ?
34.35 (+12.59)
22.99 (+1.36) *°
19.38 (+1.43) @
21.56 (+1.85) ®

Letras minusculas permitem comparagfes entre colunas. Grupos identificados por letras iguais ndo diferem

estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05).
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Figura 22 - Frequéncia, em porcentagem, do tipo de morte (apoptose e necrose) das
células pulpares em funcé@o dos sistemas adesivos aplicados sobre os discos de
dentina.

5.3 MORFOLOGIA CELULAR (MEV)

A superficie pulpar dos discos de dentina dos grupos G1 (controle) e G3
apresentaram-se recobertas por um grande numero de células com morfologia
afilada, morfologia achatada e com multiplas projecfes citoplasmaticas (Figuras 23A
e 23C). Essas projecbes sao responsaveis por aderir as células pulpares a dentina,
sendo capazes de permear os tubulos dentinarios. Para os grupos G2 (Figura 23B),
G4 (Figura 23D) e G6 (Figura 23F), observou-se uma quantidade reduzida de
células que permaneceram aderidas aos discos de dentina. Além disso, a forma
arredondada, tamanho reduzido e redugédo do prolongamento citoplasmatico foram
algumas caracteristicas marcantes para essas ceélulas. Ja os grupos G5 (Figura 23E)
e G7 (Figura 23G) apresentaram poucas areas de dentina exposta e algumas
células com alteracdo da morfologia, exemplificada por uma contragdo do

citoplasma.
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Figura 23 - Fotomicrografias representativas da morfologia celular de cada grupo. (A) e (C)
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Células pulpares com morfologia afilada e achatada, com multiplas projecfes citoplasmaticas
ocupando a maior parte da superficie pulpar dos discos de dentina. MEV x500. (B), (D) e (F)
Ampla &rea de dentina exposta. Note a forma arredondada, tamanho reduzido e diminuigéo do
prolongamento citoplasmético para essas células. MEV x500. (E) e (G) Poucas areas de
dentina exposta e algumas células com alteragcdo da morfologia sdo observadas. (A) -
controle; (B) - Adper™ Scotchbond™ Multi-purpose; (C) - Clearfil™ SE*® Bond; (D) e (E) -
Scothbond™ Universal; (E) e (F) - Peak® Universal Bond.

5.4 TIPO DE MORTE CELULAR (APOPTOSE E NECROSE)

A utilizacdo de Anexina V e lodeto de propideo foram utilizadas para
caracterizar o tipo de morte (apoptose e necrose) induzida pelos tratamentos
adesivos propostos neste estudo. Podemos observar o padrédo de coloragéo
fluorescente azul pelo Hoeschst (Figuras 24 A, 24C e 24D) representando as células
viaveis. A Figura 24B, por sua vez, mostra que esse tratamento induziu as células da
polpa a um maior numero de apoptose e necrose em relacdo aos outros grupos.
Fato esse, confirmado nas Tabelas 4 e 5, cuja porcentagem de apoptose foi de
16,58% e de necrose 63,44%. Células apoptéticas marcadas pela Anexina V e

restos celulares identificados pelo processo de necrose através do marcador nuclear

fluorescente lodeto de propideo foram vistos em todas as figuras 24(A, B, C e D).
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Figura 24. Ensaio de apoptose e necrose. Cultura priméria de células da polpa tratadas com:
(A) controle; (B) Adper™ Scotchbond™ Multi-purpose; (C) e (D) Peak® Universal
Bond/técnicas autocondicionante e convencional, respectivamente. (A) Presenca de células
viaveis, células apoptéticas e restos celulares identificados pelo processo de necrose. (B)
Auséncia de células, células em processo de apoptose e necrose. (C) Presenca de células
viaveis, em processo de apoptose e necrose. (D) Células viaveis, apoptdticas e restos
celulares identificados pelo processo de necrose. Seta branca: nucleos das células viaveis
corados pelo Hoechst com fluorescéncia no espectro azul. Seta amarela: Células identificadas
pelo processo de necrose corados com lodeto de propideo com fluorescéncia vermelha.
Circulo cinza: Auséncia de células. Estrela laranja: Células em processo de apoptose coradas
com Anexina V apresentando fluorescéncia no espectro verde.
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6 DISCUSSAO

Ha um consenso de que os adesivos dentinarios podem ser citotoxicos para
as células da polpa quando aplicados em cavidades profundas (9). Isso deve-se ao
fato de que seus componentes, tais como mondmeros, &cidos, solventes e
fotoiniciadores, podem atravessar os tubulos dentinarios, antes e ap0s sua
polimerizacdo, em particular quando a permeabilidade da dentina € alta, causando
lesdo celular (34). Essa permeabilidade é de especial interesse tanto para a
aderéncia de materiais a dentina quanto para o seu efeito biolégico na polpa (31).
Dessa forma, a presente pesquisa avaliou a citotoxicidade transdentinaria de
sistemas adesivos utilizando discos de dentina com espessura de 0.5 mm e células
pulpares obtidas a partir de cultura priméaria. Essa metodologia reproduz um desafio
extremo de exposicdo das células aos componentes lixiviados dos materiais
estudados por simular a aplicacdo dos sistemas adesivos em cavidades muito
profundas. Ainda, o estudo com barreira de dentina melhora a correlacdo entre os
resultados laboratoriais e clinicos, sendo mais adequado para estimar a resposta in
vivo (36).

Os adesivos dentinarios sédo formulacdes complexas, assim, deve-se
considerar os diferentes resultados dos materiais testados a uma série de fatores
como: composicdo, técnica de aplicacdo, viscosidade do material, estabilidade em
meio aquoso, grau de conversdo, peso molecular e interacfes sinérgica ou de
antagonismo entre os componentes (8, 9, 10, 34). Esses fatores ndo sao inerentes
apenas ao material mas também ao substrato dentinario por meio da espessura e
permeabilidade. Na presente pesquisa, a espessura dos discos foi padronizada em
0.5 mm por meio de lixas. A permeabilidade foi mensurada através da condutancia
hidraulica, e a distribuicdo dos disco foi realizada de modo que os valores meédios da
permeabilidade dos discos de dentina em cada grupo fossem o mais préximo
possivel. Dessa forma, essas variaveis foram minimizadas nos resultados, ndo se
tornando um fator confundidor.

A partir dos resultados obtidos pelo teste de viabilidade celular, foi possivel
observar uma reducgéo significativa do metabolismo celular de todos os grupos
submetidos aos procedimentos adesivos, com excecao de G7. A lesdo potencial

causada pelos monémeros resinosos e outros componentes dos sistemas adesivos



53

pode variar em consequéncia das diferencas na composi¢cao quimica dos materiais e
a interacdo dos seus varios componentes, com a estrutura da dentina, resultando
em diferentes respostas do tecido pulpar (36). Isso foi observado neste estudo, uma
vez que, a amplitude da reducéo da viabilidade celular variou de 57.73 a 91.14% em
funcdo do material e técnica de aplicacdo. Esse fato sugere que a intensidade da
lesdo celular depende da forma de tratamento do substrato dentinario e
principalmente dos componentes quimicos presentes nos sistemas adesivos.

Os resultados obtidos demonstraram que os sistemas adesivos avaliados
liberaram componentes em concentracdes capazes de influenciar negativamente a
respiracdo mitocondrial das células pulpares. A hipétese nula testada de que o tipo
de sistema adesivo e a técnica de aplicacdo nao influenciariam a viabilidade celular
foi rejeitada totalmente. O sistema Scothbond Universal, empregado na técnica
convencional (G5), apresentou maior citotoxicidade com diferenga estatistica dos
outros grupos. Esse adesivo contém novos componentes incorporados aos
mondmeros e solventes como o silano e os copolimeros a base de ionébmero de
vidro, que por si s6 podem modificar 0 comportamento desse material frente ao
substrato dentério além de induzir respostas bioldégicas ndo desejadas (2, 3).
Adicionalmente, na técnica convencional € empregado o condicionamento &cido total
gue elimina totalmente a smear layer, alargando a entrada dos tubulos dentinarios,
e, consequentemente, aumentando a permeabilidade da dentina, o que eleva o risco
de toxicidade. De acordo com a literatura, o condicionamento com &cido fosférico a
37% em dentes humanos leva a uma maior e mais rapida taxa de difusdo dos
componentes dos adesivos dentinarios (34, 36).

Para os sistemas adesivos universais, a comparacdo entre as técnicas
mostrou que houve diferenca estatisticamente significante apenas para o adesivo
Scothbond Universal, sendo que a técnica autocondicionante apresentou menor
citotoxicidade (G4). A técnica autocondicionante permite a manutencdo da smear
layer sobre a superficie dentinaria, dessa forma, reduzindo a difusdo dos
mondmeros resinosos nos tubulos dentinarios (34, 36, 56). Hashimoto et al. (37)
relataram que esses sistemas por promoverem efeitos do condicionamento acido
mais leve mantendo a smear plug hibridizada dentro dos tubulos dentinarios,
reduzem o fluxo de fluido, resultando na vedacado superior dos tubulos dentinarios.
Esse fato ficou comprovado em seu estudo que observou que a quantidade de fluxo

de fluidos através da dentina hibridizada foi significativamente maior quando utilizou-
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se adesivos que utilizam condicionamento total do que os adesivos
autocondicionantes (37).

Por outro lado, para o sistema Peak Universal Bond, ainda que ndo havendo
diferenca estatistica entres as técnicas autocondicionante (G6) e convencional (G7),
essa Ultima resultou em menor citotoxicidade, de forma que n&o diferiu
estatisticamente do grupo controle (G1). Esse resultado provavelmente esta
associado ao fato desse adesivo apresentar uma técnica de aplicacao diferente dos
demais, pois no G7 ndo ha aplicagdo do primer, o procedimento consiste apenas na
aplicacao do acido fosforico seguido pelo adesivo (Tabela 2). O primer apresenta-se
menos viscoso com maior quantidade de monémeros hidrofilicos, tais como HEMA,
assim como a presenca do acido carboxilico, componente também que apresenta
solubilidade em &gua. Como o primer tem uma velocidade maior de difusao,
mondmeros ndo polimerizados podem difundir-se no fluido que preenche os tubulos
dentinarios durante o tempo em que esse permanece na dentina, antes da
polimerizacdo, como um resultado da técnica (36). Dessa forma, atinge o tecido
pulpar podendo causar leséo irreversivel as células pulpares. Mesmo que o adesivo
apresente HEMA na sua composicao, sabe-se que a sua concentracdo é bem menor
do que a utilizada no primer. Isso poderia explicar o fato de o grupo G6 na qual
utilizou-se a técnica autocondicionante produzir uma maior reducdo do metabolismo
celular que o grupo G7 que foi empregada a técnica convencional.

A identificacdo do tipo de morte (necrose e apoptose) € importante na andlise
da citotoxicidade dos sistemas adesivos (35), pois 0s mondmeros presentes nesses
materiais interferem especificamente nas diversas func¢des celulares (12). A morte
celular por necrose € considerada mais agressiva, uma vez que ocorre 0
rompimento da membrana celular, causando a exposicdo de todas as organelas
essenciais para a sua sobrevivéncia, o que pode dar inicio a resposta inflamatoria.
Por outro lado, a morte por apoptose é um processo fisiologico de morte celular
programada que pode estar presente nao sé durante o desenvolvimento normal mas
também na patologia de algumas enfermidades e agentes toxicos (4). Evidéncias
atuais sugerem fortemente que o mecanismo por tras dessas respostas celulares
especificas € a geracdo do estresse oxidativo. Tem sido estabelecido que os
mondmeros resinosos causam um esgotamento da glutationa um antioxidante
intracelular (GSH), enquanto, paralelamente, aumenta a formagdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (8, 9, 11, 12, 13).
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Pesquisas vém demonstrando que o procedimento adesivo altera o processo
biolégico normal das células (1, 4, 6), assim, identificar o tipo de morte provocada
por esses materiais € de suma importancia uma vez que as ceélulas que sofrem
apoptose ndo geram resposta inflamatoria (51, 52, 53) e as que sofrem necrose
estdo associadas a um resposta inflamatoéria causando lesdo aos tecidos
circundantes (47, 48, 49). Nessa pesquisa, o tipo de sistema adesivo e a técnica de
aplicacao interferiram na morte celular por apoptose portanto, a hipotese nula foi
totalmente rejeitada. Os resultados mostraram que o grupo G6 (Peak Universal Bond
— autocondicionante) produziu a menor taxa de inducdo de apoptose nas células da
polpa. Por outro lado, os grupos G2 e G7, ambos empregados na técnica
convencional, resultaram nos maiores valores de apoptose (16,58% e 15,03%),
respectivamente. Esses foram estatisticamente diferentes de todos os grupos,
incluindo o grupo controle. Os valores de apoptose com o respectivo desvio padrao
podem ser observados na Tabela 4 e as imagens representativas dos grupos
controle (G1), G2, G6 e G7 encontram-se na Figura 24. Nelas pode-se observar a
presenca de células viaveis, células em processo de apoptose e células identificadas
pelo processo de necrose com emissdo de fluorescéncia azul, verde e vermelho,
respectivamente.

Todos os materiais induziram morte celular por necrose, sendo que 0 grupo
G2 apresentou a maior taxa (63,44%), com diferenca significante entre os grupos
exceto G4. Para essa analise, a hipétese nula foi parcialmente aceita, uma vez que,
apenas o tipo de sistema adesivo (universal x ndo universal) influenciou na morte
celular por necrose. Associa-se esse resultado ao condicionamento &cido total e
principalmente & composi¢cdo e viscosidade do primer. Como mencionado
anteriormente, esse apresenta na sua composicao alta concentracdo de HEMA, um
mondmero hidrofilico com baixo peso molecular o que possibilita sua difusdo em
grandes quantidades pela dentina (35). A analise em MEV confirmou, atraves do
namero e caracteristicas morfolégicas das células aderidas ao substrato dentinario,
o intenso efeito citotoxico desse sistema. Observou-se ampla area de dentina
exposta contendo células com formato arredondado, tamanho reduzido e diminuigéo
do prolongamento citoplasmatico (Figura 23-B).

Um fator que pode ter influenciado os resultados obtidos nesse estudo seria o
efeito da luz LED utilizada para fotopolimerizar os sistemas adesivos pois, sabe-se

que a luz pode causar um efeito estimulador ou inibitério do metabolismo celular
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(57). Alguns estudos sugerem que o estresse oxidativo causado pela formacao de
espécies reativas de oxigénio apos a irradiacao € o principal responsavel pelo efeito
positivo ou negativo sobre a atividade celular (58, 59). Em pequenas quantidades, as
EROs podem levar a um estimulo das mitocondrias; entretanto, em quantidade
elevada pode lesionar componentes intracelulares (60).

O tipo de morte celular mais prevalente para todos os adesivos estudados foi
a necrose. Alguns estudos mostraram que o tipo de morte induzida pelos sistemas
adesivos era dose-dependente portanto, percebe-se que quantidades suficientes de
mondmeros e outros compostos difundiram-se pela dentina causando alteracoes
celulares importantes (42, 45, 55). Li (55) relatou ainda que baixas concentracdes de
BisGMA induziu apoptose enquanto que em altas concentracfes, a necrose ocorreu
com maior frequéncia nas células RAW264.7. Nesse estudo, foi observado que
células do grupo controle (G1) morreram por necrose. Isso esta associado a prépria
metodologia empregada, ja que o eluato que ficou em contato com as células que
foram analisadas pelo sistema de imagem continha, além dos monémeros que se
difundiram pela dentina, metabdlitos e restos celulares das células que por ventura
morreram, e foram analisadas por meio do teste de MTT. Quando a célula morre por
necrose, ela libera fons Ca®*" e restos celulares que por sua vez podem induzir
producdo de citocinas inflamatdrias, as quais, em grandes quantidades, também
podem levar a morte por necrose (35).

Os ensaios de cultura celular fornecem um método conveniente, controlavel e
reproduzivel para avaliar a biocompatibilidade dos materiais (31). No entanto, tem
sido sugerido que os materiais restauradores considerados citotéxicos in vitro podem
nao ser necessariamente toxicos in vivo, devido ao envolvimento de outras reacdes
bioldgicas, tais como as reacfes inflamatéria e imune (41). Esse estudo apresenta
uma limitacdo pois, quando as células da polpa sofrem uma agresséo, as reacdes
inflamatodria e imune ocorrem concomitantemente, contudo, os estudos in vitro ndo
reproduzem as reacdes de defesa dos tecidos (9). Assim, estudos adicionais
deverdo ser planejados utilizando modelos animais in vivo para apoiar ou refutar os

resultados apresentados por pesquisas in vitro.
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7 CONCLUSAO

Todos os sistemas adesivos avaliados apresentaram citotoxicidade as células
da polpa, caracterizados por morte e notaveis alteracées na morfologia celular. As
diferencas na intensidade da lesdo celular causada pelos adesivos testados foram
dependentes da técnica adesiva e da composicao desses materiais. A hipotese nula
testada foi aceita parcialmente, uma vez que, o tipo de sistema adesivo e a técnica
de aplicacao influenciaram a viabilidade e a morte celular por apoptose. Contudo, a
analise de morte celular por necrose foi influenciada apenas pelo tipo de sistema

adesivo (universal x ndo universal).
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