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RESUMO

Compaositos a base de Silorano vém apresentando bons resultados mecéanicos
em diversos estudos laboratoriais, mas pouco se sabe ainda sobre seus efeitos
sobre as células do tecido gengival e seu grau de conversdo. O objetivo deste
estudo foi avaliar a viabilidade celular e o grau de conversdo de uma resina
composta a base de silorano (Filtek P90 — 3M ESPE) e de trés resinas
convencionais de metacrilato (Filtek Z350XT- 3M ESPE; Filtek Z100- 3M e
Filtek Z250- 3M ESPE), todas fotopolimerizadas por 20 ou 40 segundos pelo
LED (Flash lite DISCUS), em cultura primaria de fibroblastos gengivais.
Avaliou-se também se existe correlacdo entre grau de conversao e viabilidade
celular. Para tanto, foram confeccionados seis espécimes (n=6) de cada
compasito, a partir de um molde. O metabolismo celular foi avaliado apés 24 h
por meio do teste de MTT (metiltetrazdlio), onde 1,5x10° células/poco foram
semeadas em placas de 96-pocos, e ap6s 48h, colocadas em contato com o
extrato proveniente da incubacdo prévia dos espécimes de resina composta
por 24h ou 12 dias. O grau de conversado foi analisado por meio de FTIR.
Andlise de variancia (ANOVA) com correcdo de Bonferroni (p<0,05) foi
realizada para comparar 0os grupos. Resultados mostraram que somente a
resina Filtek Z100, nos dois tempos de polimerizagdo estudados, foi citotoxica,
sendo que a variacdo no tempo de incubacdo dos compdsitos ndo causou
alteracdo na viabilidade celular. Com relacdo ao grau de conversao, o
compésito que apresentou menor valor foi Filtek Z250 e o maior valor foi do
compoésito Filtek P90. Os compdsitos Filtek Z100 e Filtek P90 apresentaram
maior grau de conversao quando polimerizados por 40s do que por 20s, ja 0s
compositos Filtek 2250 e Filtek Z350XT ndo demonstraram diferencas. N&o foi
encontrada nenhuma correlacéo estatisticamente significante entre viabilidade

celular e grau de conversao.

Palavras-chave: Silorano; citotoxicidade; fibroblastos gengivais; FTIR.



ABSTRACT

Analysis of the cytotoxicity and the degree of conversion of composite

resins based methacrylate and silorane.

The composite based Silorane come with good mechanical results in several
laboratory studies, but the knowledge about their effects on cells of the gingival
tissue and the degree of conversion is not well established yet. The objective of
this study was to evaluate cell viability and degree of conversion of a composite
resin base silorane (Filtek P90 3M ESPE) and three conventional methacrylate
resins (Filtek Z350XT 3M ESPE, Filtek 2100 3M ESPE and Filtek 2250 3M
ESPE), all light-cured for 20 and 40 seconds with LED light curing unit (Flash
lite DISCULS), in primary cultures of gingival fibroblasts. We also assessed the
possibility of a correlation between the degree of conversion and the cell
viability. For this purpose six specimens (n = 6) of each composite were
prepared from a mold. Cellular metabolism was evaluated after 24 hrs by MTT
test (metiltetrazolio), in witch 1.5 x10° cells/well were seeded in 96-well plates
and, after 48 hours, placed in contact with the storage medium from the
preincubation specimens of composite resin for 24 hours or 12 days. The
degree of conversion was analyzed by FTIR test Fourier transform and the
analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni correction (p <0.05) was
performed to compare the groups. The research showed that only the resin
Filtek Z100 was cytotoxic when photocured in both studied periods and the
variation in time of incubation of the composite did not alter the cellular viability.
Regarding the degree of conversion, Filtek Z250 was the composite with the
lowest value and Filtek P90 the one with the highest. The composites Filtek
Z100 and Filtek P90 showed higher degree of conversion when polymerized for
40s than 20s, whereas the composites Filtek 2250 and Filtek Z350XT showed
no differences. We found no statistically significant correlation between cell

viability and degree of conversion.

Keywords: Silorane; citotoxicity; FTIR; gingival fibroblasts
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1. INTRODUCAO

Materiais resinosos tém sido usados na Odontologia para restaurar
dentes desde a introducdo da primeira resina composta no mercado, na
década de 60, com o trabalho pioneiro de Bowen (Bowen, 1963). Resinas
compostas consistem de particulas de carga embebidas em uma matriz
resinosa organica quimicamente reativa. Particulas de carga sdo materiais
tipicamente inorganicos, como vidro ou quartzo, que sao geralmente tratados
na sua superficie (silanizados), possibilitando a unido quimica a matriz de
resina. Quase todas as resinas compostas utilizam dimetacrilatos, tais como
TEGDMA, Bis-GMA ou UDMA, que sdo polimerizados por radicais, como a

resina primaria.

Em muitos tipos de cavidades, resinas compostas sdo consideradas
materiais versateis e confiaveis para o uso em restauracdes diretas e indiretas
e tém sido comumente utilizadas. Entretanto, muitos problemas como o0s
efeitos deletérios da contracdo de polimerizacdo, propriedades mecanicas
inadequadas e a resisténcia insuficiente em grandes restauracdes oclusais

permanecem (Leprince et al., 2010).

Apesar da aceitavel perfomance clinica dos compdsitos a base de
metacrilato, a contracdo de polimerizacdo ainda € um obstaculo. A contracdo
de polimerizacdo gera uma contragcéo volumétrica do material, o que resulta em
“stress” nas restauracfes adesivas e pode levar a deformacdo de cuspides,
microinfiltracdo, diminuicdo da adaptagcdo marginal, trincas no esmalte,

sensibilidade p6s-operatoria e caries recorrentes (Duarte Jr. et al., 2009).

E marcante que, durante essas décadas de avanco, a contracdo de
polimerizacdo foi diminuida apenas discretamente. Reduzir a contracdo de
polimerizacao de resinas compostas sem comprometer as propriedades fisicas
e de manipulagéo continua sendo o maior desafio dos cientistas que trabalham
com esses materiais. A contracdo de polimerizacdo do material restaurador
depende do seu conteudo de carga (Li et al., 1985), do tipo de carga (Tarumi et
al., 1995) e da composicdo da matriz resinosa (Braga et al., 2005). Além da



adocao da técnica incremental, existem outros meios para minimizar os efeitos
da contracdo na interface dente/restauracdo, como diferentes técnicas de
fotoativacdo (Uhl et al., 2005), aumento do contetddo da carga inorganica (Aw
et al., 2001) ou o uso de novos mondémeros com baixa contracdo (Eick et al.,
2007).

Uma alternativa recente, langada no mercado em 2007 pela 3M ESPE,
consiste em uma nova resina composta contendo o mondémero silorano (Filtek
P90 3M ESPE) (Guggerberger et al., 2000, Eckert et al., 2004). Esse compasito
baseia-se na substituicdo dos mondomeros de metacrilato por sistemas
epoxicos de abertura de anel- silorano (Leprince et al., 2010). O monémero de
silorano € obtido pela reacdo de oxirano e siloxano e mostrou ter contracao
volumétrica de apenas 0,99% (vol) (Al-boni et al., 2010), enquanto compadsitos
de metacrilato tém uma média de contragdo em torno de 2,3 a 3 % (vol)
(Duarte Jr. et al., 2009). O componente siloxano confere ao material alta
hidrofobia, enquanto o componente oxirano tem alta reatividade e menor

contracdo de polimerizacdo (Yesilyurt et al., 2009).

A combinagcdo dos dois componentes quimicos, siloxano e oxirano
oferece a biocompatibilidade, hidrofobia e baixa contracdo da base silorano da
resina composta posterior de baixa contracdo Filtek P90 (Palin et al., 2004).
Essa inovadora matriz de resina representa a maior diferenca da Filtek P90

guando comparada aos metacrilatos convencionais.

As maiores vantagens desse novo material restaurador séo: ele reduz a
contracdo de polimerizacdo e suas propriedades mecéanicas sdo comparaveis
aos compositos de metacrilato (Duarte Jr. et al., 2008; Boaro et al., 2010). Um
material restaurador deve ser avaliado ndo somente em termos de suas
propriedades fisicas e mecéanicas, mas também em termos de sua
biocompatibilidade e citotoxicidade. Esse, quando inserido na cavidade oral,
deve ser inofensivo a todos os tecidos incluindo gengiva, mucosa, polpa e

0SSO.



Citotoxicidade de uma resina composta esta relacionada tanto com sua
composi¢do quimica quanto com a porcentagem de conversdo dos seus
mondmeros. Mondmeros residuais e outros componentes, como iniciadores ou
ativadores, sao liberados de materiais resinosos incompletamente
polimerizados. Desses incluem-se resinas compostas, sistemas adesivos,
iondmeros de vidro modificados, cimentos de iondmero de vidro e selantes.
Segundo Darmani et al. (2007), a citotoxicidade de um compdésito depende de
sua composicéo, da quantidade e tipo de “componentes lixiviados/ liberados”
(monémeros livres ndo polimerizados), durante a degradacdo ou erosao

inerente ao ambiente oral ao longo do tempo.

Uma eficiente polimerizacdo dos compadsitos é um parametro critico, ndo
somente por assegurar 6timas propriedades fisicas a restauracdo final, mas
também por assegurar que problemas clinicos ndo surjam como resultado da
citotoxicidade de materiais inadequadamente polimerizados, uma vez que se
verificou que a toxicidade dos compdsitos observada nas células/organismos
ndo € causada pela molécula principal, mas pelos intermediarios téxicos
formados no metabolismo dos compostos dentais incompletamente
polimerizados (Kong et al., 2009). Conforme Ergun et al., (2011) um alto grau
de conversdo (DC) de um compodsito garante a ele boas propriedades
mecanicas e bioldgicas. Além do que, uma medicdo exata de DC é essencial
para mostrar a relagdo entre grau de conversao e propriedades mecanicas,
bem como o potencial de liberacio de mondmeros nao reagidos de

compoésitos, quando a conversao € incompleta (Gauthier et al., 2005).

Mondmeros residuais séo liberados de muitos materiais restauradores
resinosos na cavidade oral, apés a polimerizagcédo, em quantidades que variam
de microgramas a miligramas. Esses “componentes lixiviados” podem causar
sérios efeitos adversos no organismo, como: irritagdo das mucosas,
proliferacdo epitelial, reacdo liquendide oral, hipersensibilidade e reacdes
anafilaticas (Moharamzadeh et al., 2007). Hanks et al., (1991) mostraram que
mondmeros como BisGMA em altas concentracbes podem suprimir a sintese
de proteinas e induzir morte celular. Issa et al.,(2008) relataram que reacdes

liquendides na mucosa oral tém sido observadas adjacentes a restauracdes



com compdsitos resinosos; e que a presenca de exsudato gengival ao redor de
superficies intactas de esmalte foi menor que ao redor de restauracfes com
resina composta durante um periodo de sete dias de gengivites experimentais.
Ja Schmalz et al., (1998), demonstraram que mediadores inflamatorios como
PGE;, IL-6 e IL-8 séo liberados por culturas de tecidos humanos orais, apés

exposicao a materiais dentais.

Devido a severa citotoxicidade dos tradicionais compdsitos de
metacrilato, industrias estdo desenvolvendo novos materiais e novas
estratégias. Materiais com base na tradicional quimica do metacrilato séo
severamente citotoxicos, enquanto materiais com recentes quimicas (ex.
silorano, ormocer) tém apresentado melhora com o tempo (Franz et al., 2008).
Em 2003, Chen et al., mostraram que o mondémero de BisGMA € o que
apresenta maior citotoxicidade, seguido principalmente pelos mondmeros
UDMA, TEGDMA e HEMA, sendo verificado que interacbes entre esses

mondmeros potencializam a citotoxicidade de cada um.

Apesar de ja ter sido constatada a severa citotoxicidade dos tradicionais
compositos de metacrilato, pouco se sabe ainda sobre os efeitos citotoxicos
das resinas a base de silorano. Assim, a presente pesquisa teve como objetivo
avaliar o efeito citotoxico, sobre cultura primaria de fibroblastos gengivais, de
diferentes resinas compostas empregadas em Odontologia restauradora, as
quais foram mantidas por dois periodos experimentais em solu¢do aquosa. Foi
analisada também a existéncia de uma possivel correlacdo entre viabilidade

celular e grau de conversdo desses materiais.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1Resinas compostas a base de Silorano

Silorano € uma nova classe de compdsitos para uso em Odontologia. O
nome “Silorane” € derivado da suas moléculas constituintes em inglés -
siloxanes (siloxanos) e oxiranes (oxiranos). A combinacdo dos dois
componentes quimicos: siloxano e oxirano oferecem a biocompatibilidade,
hidrofobia e baixa contracdo da base silorano da Filtek P90 3M ESPE
(Catalogo 3M ESPE).

Silorano

Fig. 1 Estrutura molecular do monoémero de silorano

Siloxanos sdo bem conhecidos por suas aplicacdes industriais devido a
sua distinta hidrofobia. Oxiranos, devido a sua leveza e resisténcia, tém sido
usados por muito tempo em muitas areas técnicas, especialmente quando
grandes forcas e ambientes fisicos desafiadores sdo esperados, tais como na
confeccdo de equipamentos para esportes, como raquetes de ténis ou esquis,

ou nas industrias automotiva e de aviacdo (Catalogo 3M ESPE).

A resina a base de silorano foi lancada em 2007 pela 3M ESPE, para
representar essa nova classe de compdsitos com menor contracdo de
polimerizacdo. Ela é comercializada com diferentes nomenclaturas nos varios
paises: Filtek P90 no Brasil, Filtek Silorane nos EUA e Filtek Low Shrinkage
(LS) na Europa, acompanhada com seu adesivo proprio LS System Adhesive.
Sua composicdo baseia-se em: mon6mero de silorano; sistema iniciador:
canforoquinona, sal iodonio, doador de elétron; estabilizadores e pigmentos.

Essa resina € carregada com uma combinacao de finas particulas de quartzo e



fluoreto de itrio radiopaco. Do ponto de vista das particulas, a resina Filtek P90
é classificada como uma resina microhibrida, uma vez que apresenta particulas

com tamanho médio de 0,47um.

O sistema iniciador do compdsito de Silorano € composto por trés
componentes: canforoquinona, sais iodonio e doadores de elétrons. A
canforoquinona foi usada como fotoiniciador devido ao seu amplo espectro de
absorcdo, compativel com todos os aparelhos fotoiniciadores existentes no
mercado. Durante a reacdo, doadores de elétrons agem em um processo de
reducdo, e decompdem os sais de ioddnio em céations acidos, que iniciam o

processo de abertura de anel do oxirano (Weinmann et al., 2005).

O processo de polimerizacdo da Filtek P90 ocorre através de uma reacao
cationica de abertura de um anel, que resulta em uma menor contracdo de
polimerizacdo, quando comparado as resinas de metacrilato, que polimerizam
por meio de uma reacdo de adicdo de radicais por ligacbes duplas. Em
contraste aos grupos reativos lineares dos metacrilatos, a quimica de abertura
do anel dos siloranos inicia-se com a clivagem dos anéis. Esse processo
aumenta o tamanho da molécula e compensa a perda de volume gque ocorre no

passo subseqlente, quando ligacées quimicas sao formadas.

Estudos descritos a seguir demonstram algumas propriedades
importantes e diferenciais das resinas a base de silorano em relacé@o as resinas

convencionais de metacrilato.

Weimann et al. (2010) compararam a forca de contracdo e a alteracao
dimensional sofrida por um compoésito experimental de Silorano (Sil Flow 3M
ESPE) com quatro compdsitos de metacrilato (Tetric Evoflow- Ivoclar; Venus
Flow- Heraeus Kulzer; Grandio Flow- VOCO e X-Flow- Dentsply). Foram
preparadas cavidades de 8mmx2mmx2,5mm em blocos de aluminio, e estas
preenchidas com os compdésitos testados, apés a realizacdo do pré-tratamento
das cavidades com os devidos adesivos. A alteracdo dimensional foi entdo
mensurada 60 min apés a fotopolimerizacdo por um dispositivo transdutor

colocado na parede cavitaria, sendo a forca de contracdo de polimerizacdo



também mensurada nos mesmos espécimes, através do método do disco
aderido. Concluiu-se entdo que nao existe correlagédo direta entre forca de
contracao e alteracao dimensional, mas que o compdésito de silorano revelou no
mesmo periodo, o menor valor de forca de contracdo e a menor alteracao

dimensional entre todos 0os materiais testados.

Boaro et al. (2009) avaliaram a contracdo volumétrica e o stress de
polimerizacdo de compadsitos com diferentes composicdes de matriz organica.
Foram testados sete compositos a base de Bis-GMA, um a base de silorano e
um a base de “dimetacrilato acido”. Para mensuragao da contragao volumétrica
foi usado um dilatbmetro, e para obtencdo do stress de polimerizacdo, os
compositos foram inseridos entre rodas de PMMA. Os resultados mostraram
gue o composito de silorano apresentou menor contragdo volumétrica, mas um

dos maiores valores de stress de polimerizagéo.

O stress de polimerizacdo associado a contracdo pode causar desunido
na interface dente-restauracao, levando ao desenvolvimento de microinfiltracdo
marginal, desadapta¢do marginal e, consequentemente, caries secundarias, o

gue ocasiona falhas no tratamento restaurador.

Em 2010, Klautau et al. avaliaram a habilidade de selamento de
cavidades dos seguintes compdésitos: Aelite/Bisco; Filtek Z350/3M ESPE; Filtek
Z350 Flow/3M ESPE; Premise/Kerr e Filtek P90/3M ESPE. Foram utilizados
100 dentes bovinos extraidos, onde cavidades de 5 mm X 2,5 mm foram
preparadas, sendo esses dentes divididos entdo em 5 grupos. Os espécimes
dos grupos de 1 a 4 foram todos condicionados com acido fosférico, lavados,
secados e submetidos ao adesivo Adper Single Bond/ 3M ESPE, diferindo-se
apenas pelo compdésito utilizado para restaurar. No G1, usou-se Aelite; no G2,
Z350; no G3, Z350 Flow e no G4, Premise. J& no grupo 5 foi utilizado o adesivo
autocondicionante do silorano + Filtek P90/ 3M ESPE. Em seguida todos os
espécimes foram imersos em solucdo de fucsina basica a 0,5% por 1 s,
removidos, lavados imediatamente e observados ao estereomicroscopio. As
imagens obtidas foram entéo transferidas para um computador e o perimetro

total e extensédo de profundidade do corante foi mensurada. A profundidade de



penetracdo do corante também foi obtida, por meio do seccionamento
transversal dos espécimes e analise ao estereomicroscopio. Concluiu-se que
nao houve diferencas estatisticamente significantes para a extensao de
penetracdo do corante nas margens da cavidade, e para a profundidade de
penetracdo do corante entre os 5 compositos testados, mostrando assim que
compaositos com menor contracdo ndo produzem necessariamente melhor

adaptacao marginal.

Em 2010, D’Alpino et al. investigaram a influéncia da quantidade de
energia empregada na dureza Knoop, profundidade de polimerizacdo e
formacgao interna de “gaps” de restauragdes de classe Il, confeccionadas com
Filtek P60/ 3M ESPE e Filtek P90/ 3M ESPE. Foram preparadas cavidades de
classe Il nas superficies mesial e distal de molares extraidos, sendo esses
dentes divididos em 4 grupos de acordo com o sistema restaurador utilizado,
Filtek P90 ou Filtek P60, e a dose de energia aplicada, 20J ou 40J. As
cavidades foram entdo restauradas em apenas 2 incrementos e armazenadas
por 24h. ApOs esse periodo, os espécimes foram seccionados mésio-
distalmente e a dureza Knoop mensurada. Posteriormente, as amostras foram
secadas com ar e 1% de solucdo vermelho &cido propileno glicol foi aplicada
nas margens internas, por 20 s. As amostras foram entdo lavadas, secadas e
analisadas ao microscoépio, obtendo-se imagens digitais. Concluiu-se que a
formacado interna de “gaps” ndo é afetada nem pelo sistema restaurador
utilizado, nem pela dose de energia aplicada. E que os valores de dureza
Knoop sao determinados pelo tipo de compdsito empregado e dose de energia
aplicada. Verificou-se que o compdsito de metacrilato apresenta maior valor de
dureza Knoop, e que somente o compdsito de silorano apresenta aumento na

dureza Knoop quando alta dose de energia € aplicada.

A restauracéo direta com o Sistema Filtek Silorano nao requer nenhuma
técnica especial. Ela funciona da mesma forma que os sistemas adesivos/
resinas compostas convencionais, porém com um fator de melhora substancial.
Devido a sua menor sensibilidade a luz ambiente, a Filtek P90 Resina
Composta Posterior de Baixa Contragédo pode ser colocada e modelada sob luz

operatoria por mais de 9 minutos (Catalogo 3M ESPE). Segundo Duarte Jr. et



al., (2009), o tempo para colocar sucessivas camadas de Silorano nao deve ser
muito longo. Cinco minutos apos a colocacdo das camadas ocorre uma
significativa diminuicdo na forca de adesdo e aumento na porcentagem de
falhas adesivas. Devido a auséncia da camada de inibicdo pelo oxigénio, a
adesao entre sucessivas camadas depende da reatividade do compadsito, que

diminui com o tempo.

O compésito  Filtek Silorano vem com um adesivo préprio
autocondicionante de 2 passos, comercializado como Sistema Adesivo Silorano
(SSA). Ele é composto por um primer hidrofilico autocondicionante, que
assegura adesdo a dentina Umida, e um adesivo resinoso hidrofobico,
otimizado para molhar e aderir a resina hidrofébica de silorano. Esse também é
baseado em uma composicdo quimica com metacrilatos. Além de ter o
mondmero hidrofobico bifuncional, que proporciona adeséo a resina hidrofébica
de Silorano, também possui uma base de metacrilato, tornando-o assim
compativel com compdsitos convencionais de Metacrilato (Van Ende et al.,
2009).

Tezvergil-Mutluay et al. (2008) avaliaram, através do teste de
cisalhamento, a resisténcia de adeséo entre sucessivas camadas de silorano-
silorano e silorano-metacrilato, comparando os resultados com a forca de
adesdo entre sucessivas camadas de metacrilato-metacrilato. Para tal, foram
usados os compositos: Filtek Z250/ 3M ESPE (cor A3,5) e Filtek P90/ 3M ESPE
(cor A3), ambos como substrato e material restaurador. Como substrato, a
resina Filtek P90 foi usada nos grupos 1 a 6 e a Filtek Z250 no grupo 7, sendo
esses substratos confeccionados a partir de um molde de resina acrilica. Os
grupos foram entdo divididos da seguinte forma: G1- silorano aplicado
imediatamente em substrato silorano; G2- esperou-se 20 s e G3- esperou-se 5
min. No G4, um compodsito de metacrilato foi aderido imediatamente ao
substrato silorano sem nenhum adesivo; no G5- usou-se o agente adesivo
Adper Scotch Bond Multipurpose e no G6- usou-se o0 agente adesivo Silorane
System Adhesive Bond. O grupo 7 serviu como controle, onde metacrilato foi
aderido em metacrilato sem sistema adesivo. Foram confeccionados 12

espécimes de cada grupo, a partir de incrementos de 2mm e imersao em agua



10

destilada por 24h. Apés a imersao foi realizado o teste de cisalhamento em
uma maquina de ensaios universal, onde uma forca de 1mm/min foi aplicada
na interface substrato-resina até ocorrer a fratura, sendo essa fratura analisada
ao microscopio com aumento de 40X. Concluiu-se que o grupo 7 (metacrilato-
metacrilato) apresentou a maior forca de adeséo, sendo que a forca de adesédo
do grupo 1 (silorano-silorano) foi levemente menor que a do G7. No entanto,
com o decorrer do tempo, nos grupos 2 e 3 a forca de adesao silorano-silorano
diminuiu significativamente. Os espécimes silorano-metacrilato sem agente
adesivo ou com adesivo do metacrilato (grupos 4 e 5) mostraram a menor forca
de adesdo de todos os espécimes testados, sendo que o uso do agente

adesivo do Silorano aumentou a adesao significativamente.

Estudos tém mostrado que compoésitos de silorano apresentam
propriedades mecéanicas aceitdveis e comparaveis aos compoésitos de
metacrilato. Segundo Duarte Jr. et al. (2009), a avaliacéo inicial dessa nova
categoria de compdsito mostrou que esse material apresenta propriedades

mecanicas e fisicas aceitaveis.

Em 2009, llie et al. compararam as propriedades mecanicas nas escalas
nano, micro e macro do compdésito de silorano com compdsitos convencionais
de metacrilato, apés imersdao em diferentes solucbes. Foram utilizados um
compoésito micro-hibrido a base de silorano (Filtek P90/ 3M ESPE), 4
compdésitos micro-hibridos de metacrilato (Esthet X/ Dentsply; Tetric/ Ivoclar;
Teric Ceram HB/ Ivoclar e Tetric Ceram/ Ivoclar) e dois compdsitos nano-
hibridos de metacrilato (Tetric Evo Ceram/ Ivoclar; Filtek Supreme XT/ 3M
ESPE). As propriedades mecéanicas dos compdsitos foram determinadas nas
escalas macro (forca flexural e médulo de elasticidade), micro (dureza Vickers,
modulo de elasticidade e “creep”) e nano (complexo, armazenamento e
diminuicdo no mdédulo tdo bem quanto tan), apds imersdo dos espécimes em
quatro condicdes diferentes (24h- agua, 4 semanas-agua, 4 semanas-saliva, 4
semanas-alcool). Para analise da for¢a flexural e médulo na escala macro, os
espécimes foram submetidos a uma carga em uma maquina de ensaios
universal (MCE 2000ST, Quicktest Prufpartner GmbH, Germany). Para analise

da dureza, moédulo e “creep” na escala micro foi utilizado um aparelho de
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indentacdo automatica (Fischerscope H100C, Fischer, Germany), onde uma
forca constante € aplicada aos espécimes. Para andlise do complexo,
armazenamento e diminuicdo no modulo na escala nano foram utilizadas
imagens varridas das superficies dos compadsitos. Concluiu-se que o compadsito
de silorano apresenta boas propriedades mecanicas, sendo essas comparaveis
as dos compositos de metacrilato. Esse compdésito apresentou também
estabilidade dessas propriedades quando imerso nos diferentes solventes
utilizados, sendo que, em comparacdo com os compaositos de metacrilato, ele
se mostrou mais confiavel quando imerso em solucédo de alcool. Compaositos
nano-hibridos apresentaram maior degradacdo que 0s compasitos
microhibridos quando imersos em saliva ou agua por quatro semanas,
enquanto que o efeito de imersdo em alcool dependeu da composicdo do

material, como ja explicitado.

Em 2008, Furuse et al. avaliaram a estabilidade de cor e retengcdo do
polimento de quatro compdsitos resinosos submetidos a um agente acelerador.
Foram confeccionados cinco espécimes a partir de um molde (10mm X 2mm)
de cada um dos seguinte compositos: Filtek P90/ 3M ESPE; Herculite XRV/
SDS/Kerr; Quixfil/ Dentsply e Tetric Evo Ceram/ Ivoclar. Esses espécimes
foram polidos com discos Sof-lex (3M ESPE) por 30s e colocados em bacia
ultrassénica para remocdo dos debris. A cor e o polimento foram entdo
mensurados nos periodos 0, 24, 72, 120, 192 horas antes e depois do contato
com o agente acelerador. A analise da cor foi feita por um colorimetro (Minolta
Chroma Meter CR-221, Osaka, Japan) usando como parametros grau de
luminosidade e escuriddo, e a mensuracdo do polimento feita usando-se um
“glossmeter” (Novo Curve, Rhopoint, Bexhill-on-Sea, England), que mediu a
intensidade do feixe de luz refletido. Concluiu-se que Filtek P90 apresentou
melhor estabilidade de cor em comparacdo com 0S outros quatro compositos,
sendo que houve variagdes na cor e no polimento em todos os compdsitos

testados.

Wei et al. (2010) avaliaram a expansao higroscopica dos compdsitos
Filtek P90/ 3M ESPE; Vertise Flow/ Kerr Corporation; GC Kalore/ GC American;
GC Grandia Direct Anterior/ GC Dental Products Corp e GC Grandia Direct
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Posterior/ GC Dental Products Corp. Foram preparados 25 espécimes, sendo
cinco de cada composito testado. Esses foram levados ao dessecador por 24h
e desidratados até que a massa de todos se igualasse e fosse inferior a 0,1mg,
sendo essa massa aferida por uma balanca. Como grupo controle foram
confeccionados dois espécimes “Perspex”, sendo que um foi armazenado no
dessecador e, o outro, em agua deionizada. Para analise da expansédo
higroscopica, foram feitas medidas das variagées dos diametros dos espécimes
com um laser de ndo contato (Measuring Unit LSM-503s and Display Unit LSM-
6200, Mitutoyo Corporation, Japan). Inicialmente o didametro de cada espécime
foi aferido e designado por D1, sendo 0s espécimes entdo imersos em agua
deionizada, e variagbes em seus diametros registradas em diferentes intervalos
de tempo. A contracdo de polimerizacdo dos compdsitos também foi medida
através do método do disco aderido. Concluiu-se que todos os compadsitos
investigados apresentaram expansdo higroscépica durante o periodo
observado. O compdésito de silorano foi o que demonstrou a melhor

estabilidade dimensional em meio aquoso.

Além das propriedades mecanicas e fisicas, as propriedades bioldgicas
desses novos compadsitos a base de silorano também devem ser levadas em
consideracéo. A susceptibilidade de adesao de micro-organismos nos materiais
restauradores € extremamente importante para a longevidade das restauracdes
na cavidade oral e ndo ocorréncia de caries secundarias, sendo a rugosidade

de superficie um dos determinantes para adesao bacteriana.

Em 2008, Buergers et al. compararam em um estudo in vitro a capacidade
de adesdo das bactérias S. mutans, S. sanguis, S. gordonii e S. oralis ao
composito de silorano, e a quatro compdésitos de metacrilato. Foram
confeccionados quinze espécimes a partir de um molde (10,0mm X 2,0mm) de
cada um dos seguintes compdésitos: Filtek P90/ 3M ESPE; Filtek Z250/ 3M
ESPE; Tetric Evo Ceram/ Ivoclar; Quixfil/ Dentsply; Spectrum TPH/ Dentsply.
Todos os espécimes foram polidos. A determinacdo da rugosidade de
superficie foi realizada em cinco espécimes de cada material pela maquina
(Perthometer), em trés regibes diferentes. Para analise do potencial

hidrofébico, os espécimes foram limpos com acetona, secados com ar e
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imersos em agua deionizada. A hidrofobia foi verificada através de imagens
computadorizadas do angulo de contato formado. Para mensuragao da adeséo
bacteriana, colénias de bactérias foram cultivadas em temperatura e tempo
apropriados. Os espécimes foram entdo colocados em contato com as
bactérias e um corante fluorescente foi aplicado. O conjunto foi entdo levado ao
MEV (Microscopia eletrénica de varredura) para andlise, sendo que &reas de
maior fluorescéncia séo indicativas de maior adesdo bacteriana. Verificou-se
que todos os compoésitos testados apresentaram média rugosidade de
superficie, podendo ser classificados entdo como lisos. O angulo de contato da
resina Filtek P90/ 3M ESPE foi significantemente maior, provavelmente devido
a sua maior hidrofobia. Essa resina apresentou também menor fluorescéncia
para S. mutans, S. oralis, S.sanguinis e S. gordoni, mostrando, portanto, menor
potencial de adeséo bacteriana que os compdésitos de metacrilato. Concluiu-se
que o composito de silorano apresenta 6tima biocompatibilidade e menor

potencial mutagénico.

2.2Citotoxicidade de materiais restauradores

Efeitos citotéxicos de materiais restauradores em cultura de células séo
causados principalmente pelos intermediarios toxicos liberados na degradacéo

dos compostos dentais.

Para avaliar amplamente a biocompatibilidade e citotoxicidade de um
determinado material, indicando sua possivel seguranca de aplicacéo clinica,
uma série de testes preliminares in vitro sdo necessarios (Costa et al., 2003;
Kleinsasser et al., 2004). Estes testes podem determinar a intensidade de
liberacdo de componentes dos materiais em meio aquoso, se esta
concentracdo dos componentes aumenta com o decorrer do tempo, e se tal

concentracdo seria téxica para células em cultura.

Estudos prévios demonstram que muitos materiais dentarios, tais como
cimento de iondmero de vidro (Chang et al., 2001), sistemas adesivos (Franz et
al., 2009), amalgama (Sjogren et al., 2000), cimentos resinosos (Kong et al.,
2009) resinas compostas (Karaoglanoglu et al., 2010) apresentam consideravel
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efeito citotoxico aos tecidos e células do organismo. Dentre esses efeitos,
podem-se citar sensibilidade dentaria, efeitos imunolégicos locais, reacdes
inflamatorias crénicas, genotoxicidade e apoptose (Volk et al.,2006).

Kong et al. (2009), avaliaram em uma cultura de células pulpares, a
citotoxicidade de trés cimentos resinosos polimerizados (Panavia F; Super
Bond C&B; Chemiace Il). Corpos de prova foram fabricados a partir de uma
matriz de 5mm X 2mm, seguindo as recomendacdes dos fabricantes sobre
tempo de polimerizacdo. Em seguida, esses espécimes foram armazenados
em meio DMEM por 72 horas a 37° C. Os componentes obtidos foram ent&o
filtrados e diluidos em meio DMEM sem soro, nas concentracdes de 75, 50 e
25%, obtendo-se assim quatro grupos experimentais para cada cimento (Gl-
100%; G2-75%; G3-50%; G4-25%). As células pulpares humanas foram
plaqueadas na concentracdo de 2x10* células/well em placas de 96 wells e
colocadas em contato com os espécimes. Em seguida, o teste de MTT foi
utilizado para avaliacdo da atividade metabdlica celular. Resultados mostraram
que, quanto maior a concentracdo dos componentes diluidos, maior a
citotoxicidade. O cimento Panavia F, nas concentracdes de 100 e 75% mostrou
ser mais citotoxico que os outros dois materiais, mas em baixas concentracfes

(50 e 25 %) ndo houve diferenca significante entre os materiais.

Chen et al. (2003) compararam a citotoxicidade de trés adesivos de
quarta geracao (Single Bond- SB; Syntac Sprint- SP e Prime & Bond- PB) em
cultura de células pulpares humanas. Os adesivos foram diluidos em 1:1000,
1:2000 e 1:4000 v/v. A cultura celular foi estabelecida a partir da extracdo de
tecidos pulpares de terceiros molares extraidos. As células foram plaqueadas
na concentracédo de 5x10* cells/well, e apés 24h colocadas em contato com as
diferentes concentracdes dos adesivos pelos periodos de 12h, 24h e 3 dias,
sendo a viabilidade celular determinada pelo teste de MTT. Resultados
mostraram que, apos 24 horas e 3 dias, em todas as diluicdes, SB foi mais
citotoxico que os outros adesivos. Ja em 12 horas, SB foi 0 mais citotoxico na

maior diluicdo, enquanto na menor diluicdo SP foi 0 mais toxico.
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Tang et al. (1999) avaliaram o efeito da camada de oxigénio inibitéria e
do modo de polimerizacao na citotoxicidade de adesivos ortoddnticos. Culturas
de fibroblastos gengivais humanos foram obtidas a partir de excisdoes
cirdrgicas. Sete adesivos resinosos a base de BisGMA foram utilizados: dois
fotopolimerizaveis (Lightbond e Transbond); dois de 2 pastas e cura quimica
(Phase Il e Concise); e trés de liquido e pasta e cura quimica (System 1+; Rely-
a-bond e Unit). Com esses materiais foram confeccionados doze corpos de
prova a partir de um molde de 2mm x 8mm. Desses, seis foram lavados com
acetona 99% para remocdo da camada de oxigénio inibitoria, sendo
posteriormente todos colocados em contato com a cultura celular. Para
avaliacdo da viabilidade celular por meio da atividade mitocondrial foi realizado
o teste de MTT 1, 3 e 6 dias ap6s o contato dos espécimes com as células.
Resultados mostraram que a presenca da camada de oxigénio inibitéria causou
diminuicdo de 33% na viabilidade celular. Os materiais fotopolimerizaveis e os
de duas pastas e cura quimica demonstraram a mesma citotoxicidade. J& os
materiais liquido-pasta de cura quimica demonstraram ser mais citotoxicos que

os demais, com viabilidade celular de apenas 37%.

Issa et al. (2008) avaliaram quais concentragcdes de ions metalicos sédo
citotoxicas para as células humanas oligodendrécitas M03.13 e para
fibroblastos gengivais HGF. ions (Cd?*; Hg?*; Au®*; Cu®"; Co®*"; Ni**; Cr?")
foram preparados e diluidos em agua destilada e deionizada, obtendo-se assim
varias concentracdes. Logo apés a preparacao, eles foram colocados em
contato com as células previamente cultivadas e plaqueadas, sendo a
viabilidade celular mensurada por meio do teste de MTT. Resultados
mostraram que ions metalicos séo citotéxicos para os dois tipos celulares,
sendo essa citotoxicidade dependente da concentracdo do ion. As células
MO03.13 se mostraram mais sensiveis ao teste que HGFs. Entre os fons, Cd?*
foi 0 mais citotoxico para as células M03.13, enquanto Hg** foi o mais citotdxico

para HGFs.

Chang et al. (2001) avaliaram os efeitos citotoxicos do fluor liberado dos
cimentos ionoméricos sobre uma cultura de células pulpares humanas.

Fluoreto de sodio foi dissolvido em meio de cultura DMEM, até a obtencéo de
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uma concentracdo final de F de 0 a 10mmol/l. Em seguida, diferentes
concentracdes de fluor foram colocadas em contato com as células pulpares
previamente cultivadas e obtidas a partir de pré-molares extraidos. Por meio de
diferentes determinantes, foram utilizados quatro testes para mensuracao da
viabilidade celular: avaliacdo do dano ao DNA- H33258 fluorescéncia,
avaliacdo da atividade mitocondrial- MTT; avaliacdo da sintese de proteinas e
avaliacdo da proliferacdo celular. Resultados mostraram que, em todos o0s
testes, o fldor se mostrou citotoxico para as ceélulas pulpares, inibindo o
crescimento e a proliferacdo celular, assim como a sintese de proteinas e a
atividade mitocondrial, Sendo a citotoxicidade diretamente dependente da
concentracédo do flior e do tempo de contato.

As matrizes organicas dos compa@sitos resinosos sao expostas ao meio
oral, quando da realizacdo da restauracdo. Isso ocasiona liberacdo de
monomeros residuais e de outros componentes ndo polimerizados. Segundo
Karaoglanoglu et al. (2010), ap6s a polimerizacdo, monémeros nao reagidos e
aditivos sdo extraidos por solventes como a saliva e/ou solventes da dieta,
especialmente nas primeiras 24 horas, resultando em diminuicdo das

propriedades mecéanicas dos compdsitos e até reacfes alérgicas em pacientes.

Muitas pesquisas tém demonstrado que a conversdo de monémeros em
polimeros, seja ela ativada quimicamente ou pela aplicacdo da luz visivel, esta
diretamente relacionada com os efeitos citotéxicos de um determinado material
como um todo (Lewis et al., 1996; Nalcaci et al.,, 2004). Estudos tém
demonstrado que a reacao de conversdao dos mondémeros em polimeros ndo
ocorre de maneira eficiente, resultando na presenca de moléculas de baixo
peso molecular ou radicais livres que sédo gerados durante o processo de
fotoativacao (Ferracane e Condon, 1990). Muitos fatores, tais como presenca
de oxigénio e agua (Paul et al., 1999), podem interferir com a adequada
polimerizacdo do material restaurador (Costa et al., 2003). Assim, monémeros
residuais livres parecem estar presentes em todos materiais resinosos, sendo
sua quantidade diretamente relacionada com o contetudo de oxigénio local e

presenca de umidade da estrutura dentéria.
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Devido a severa citotoxicidade dos compdésitos a base de metacrilato,
industrias estdo desenvolvendo novos materiais e novas estratégias. Estudos
prévios demonstram que monémeros como BisGMA podem suprimir a sintese
de proteinas e induzir morte celular (Hanks et al., 1991). Foi verificado por
Chen et al. (2003), que o monémero de BisGMA é o que apresenta maior
citotoxicidade, seguido sequencialmente pelos monémeros UDMA, TEGDMA e
HEMA.

Karaoglanoglu et al. (2010) avaliaram a citotoxicidade de sete materiais
resinosos restauradores: dois cimentos ionoméricos (lonofil U; Ketac Molar e
Easymix); um compbmero (Dyract); trés resinas compostas (Valux plus; Alert e
Filtek P60) e um ormocer (Admira), todos na cor A2. Foram preparados 21
espécimes de cada material a partir de um molde de 4mmx 2mm. Para
confeccdo dos espécimes, os materiais foram inseridos no molde e
fotopolimerizados por ambos os lados com o dispositivo de luz halégena (Elipar
Freelight 1l/ 3M ESPE). Em seguida, os corpos de prova foram divididos em
trés grupos, de acordo com o tempo de armazenamento em meio DMEM (G1-
24h; G2- 48h; G3- 10 dias). Os extratos resultantes do armazenamento dos
espécimes foram entdo colocados em contato com fibroblastos de ratos, e a
viabilidade celular mensurada por meio do teste de MTT, que mede a atividade
da enzima mitocondrial succinase desidrogenase. Os resultados mostraram
que apos 24h todos os materiais testados, exceto as resinas Alert e Filtek P60,
foram citotoxicos. Apdés 48h os cimentos ionoméricos demonstraram a maior
citotoxicidade entre os outros testados, e ao final de 10 dias nenhum material

demonstrou ser citotdxico.

Volk et al. (2006) analisaram os efeitos citotéxicos dos mondmeros
HEMA; TEGDMA e UDMA sobre o metabolismo GSH de fibroblastos gengivais
humanos. Fibroblastos gengivais humanos foram obtidos de biopsias de
gengivas saudaveis e cultivados em meio DMEM até atingirem a confluéncia.
Entre a quinta e nona passagem, essas células foram plagueadas e colocadas
em contato, por quatro horas, com diversas concentracdes dos mondmeros
previamente preparados em DMSO e diluidos em meio DMEM (HEMA: 0,1-
10mM; TEGDMA: 0,05- 2.5mM e UDMA 0,005- 0.25mM). Para determinacéo
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do metabolismo GSH, foi usado o teste com monobromobimane (MBBr), no
qual esse reagente se liga ao GSH e é detectado por fluorescéncia.
Resultados mostraram que todos 0os mondomeros provocaram diminuigdo na
concentracdo de GSH, sendo o potencial de reducdo a 50% de GSH maior
para UDMA>TEGDMA>HEMA. Nenhum dos monémeros causou reducéo
significativa do niumero de células durante as quatro horas de tratamento. No
entanto, o mondmero UDMA na concentracao de 0,25mM e em concentragdes

maiores provocou uma reducao significativa do numero celular.

Sigusch et al. (2007) avaliaram se existe relacdo entre a citotoxicidade
de compdésitos resinosos e a fonte de luz empregada na fotopolimerizagéo
desses. Foram confeccionados corpos de prova a partir de um molde de 2mm x
4mm com 0s seguintes compositos: Filtek Z250/ 3M ESPE; Durafill VS/
Heraeus Kulzer; Grandio/ Voco; e Solitaire 2/ Heraeus Kulzer, utilizando trés
dispositivos de luz: Heliolux I1l- 40s; LED- 40s; e Swiss Master Light- 4s. Para
cada combinacdo de compdsito-fonte de luz foram confeccionados cinco
espécimes, que posteriormente foram armazenados em placas de 96 “wells”
com meio de cultura, no escuro, a 37°C. Os extratos resultantes dos
compositos foram recolhidos em tubos separados no 1°; 7°, 14°, 21°, e 28° dias
e armazenados a — 20°C até serem usados sendo que, apés a remocdo do
meio com 0s extratos nos determinados dias, os “wells” eram lavados com PBS
e novo meio era adicionado. Em seguida, os extratos resultantes dos
compoésitos foram colocados em contato com fibroblastos gengivais
previamente cultivados, sendo a viabilidade celular mensurada por meio do
teste de MTT. Resultados mostraram que os dispositivos de baixa intensidade
LED e Heliolux Il apresentaram caracteristicas semelhantes para todos os
quatro compdésitos, em relacdo a taxa de viabilidade celular. Apés 1 dia de
armazenamento, resultados sub-6timos puderam ser observados para a
combinacdo SML/ Durafill e resultados oOtimos para SML/ Grandio
(aproximadamente 100% de viabilidade celular). Para o compésito Solitaire, o
dispositivo SML gerou resultados significativamente melhores que os outros
(LCUs viabilidade celular, p < 0,001: SML 60,5%, 44,5% Heliolux, LED 44,2%).

Além disso, a combinacdo de SML com o compg@sito Z 250 mostrou, ap0s o
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primeiro dia e até o dia 28, taxas de viabilidade celular estatisticamente

maiores do que a combinag¢do com o LED ou Heliolux 1.

Em 2012, o mesmo grupo de Sigusch et al., investigou se a cor de uma
resina e a fonte de luz empregada para sua confeccdo influenciam na
citotoxicidade dos compdsitos. Foram utilizadas duas unidades de luz (Heliolux
[I- por 40s HLX; e Swiss master light- por 4s SML), para polimerizar trés
compositos nas cores A2 e C2 (Filtek Z250; Solitaire e Grandio). Para cada
compoésito, foram confeccionados a partir de um molde de 2mm x 4mm cinco
espécimes para cada unidade de luz empregada e cinco espécimes nao
polimerizados. Em seguida, esses espécimes foram armazenados em meio de
cultura pelos periodos experimentais de 7, 14, 21 e 28 dias. Apés esse periodo,
os espécimes foram colocados em contato com fibroblastos gengivais, obtidos
de bidpsias de gengivas saudaveis, sendo a viabilidade celular determinada
pelo teste de MTT. Resultados mostraram que para 0s espécimes nao-
polimerizados, a cor ndo influenciou na citotoxicidade, exceto para o compaosito
Solitaire, que demonstrou maior citotoxicidade para a cor C2 apos 21 dias. Ja
para 0s espeécimes polimerizados, a citotoxicidade foi maior para todos os
espécimes da cor C2 do que os da cor A2. Com relagdo as unidades de luz
utilizadas, quando se empregou a fonte de luz HLX, os espécimes dos
compoésitos Grandio e Solitaire na cor C2 foram mais toxicos que 0s espécimes
da cor A2. J4 com o uso de SML, o efeito citotoxico diminuiu. O compdsito
Grandio demonstrou a menor citotoxicidade, independente da fonte de luz

empregada e, o compasito Filtek Z250, a maior.

Issa et al., (2004) avaliaram, através dos testes de MTT e LDH, a
citotoxicidade sobre fibroblastos gengivais humanos de monémeros resinosos.
Cinco monémeros foram utilizados no estudo (HEMA; HPMA; DMAEMA;
TEGDMA e BisGMA), sendo todos preparados em DMSO na concentragéo
abaixo de 0,25%. Em seguida, esses monémeros foram colocados em contato
com fibroblastos gengivais previamente cultivados e plaqueados em placas de
96 wells. A viabilidade celular foi entdo mensurada atraveés do teste de MTT
para determinagcdo do metabolismo celular, e do teste de LDH para

determinacdo da integridade celular. Resultados mostraram que todos os
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mondmeros testados inibiram a atividade da enzima mitocondrial (teste de
MTT), e aumentaram a liberacdo de LDH (teste de LDH). A classificacao de
citotoxicidade dos monémeros foi a seguinte: BisGMA> TEGDMA> DMAEMA>
HPMA> HEMA. O teste de MTT foi consideravelmente mais sensivel que o
teste de LDH.

Testes de citotoxicidade de materiais restauradores sdo realizados em
uma gama de tipos celulares: fibroblastos gengivais, odontoblastos, fibroblastos
pulpares, células epiteliais, células imortalizadas de ratos, etc. O uso de
fibroblastos gengivais humanos em testes de citotoxicidade ocorre, pois esses
estdo em proximidade com materiais restauradores na cavidade oral e séo
clinicamente mais relevantes. Além disso, esse tipo celular € mais sensivel e
pode ser facilmente isolado e -cultivado em meio de cultura normal
(Moharamzadeh et al., 2007).

Ergun et al. (2011) compararam a eficacia de trés fontes de luz (LED,
PAC e luz halégena de alta poténcia-QTH), na citotoxicidade de cinco
compositos resinosos (Clearfil AP-X; Simile; Grandio Caps; Filtek Z250 e Aelite
Aesthetic Enamel) irradiados a duas diferentes distancias. Para o estudo
culturas de fibroblastos de ratos L-929 foram obtidas e utilizadas na terceira
passagem. Os espécimes testados foram preparados a partir de um molde
circular de 2mm x 6mm. Os compdsitos foram inseridos no molde e
fotopolimerizados a 2 ou a 9 mm de distancia utilizando um dos trés
dispositivos de luz: QTH por 20 segundos; LED por 20 segundos; ou PAC por 6
segundos. Em seguida, os espécimes foram armazenados em meio DMEM e
incubados em estufa por 24h ou 72h, sendo a viabilidade celular verificada
através do teste de MTT a partir dos componentes liberados no meio.
Resultados mostraram que os diferentes parametros testados (tipo de resina
composta; unidade de luz utilizada; distancia de polimerizacdo e periodo de
incubacéo) tém efeito citotoxico estatisticamente diferente e significante. No
entanto, quando os compasitos foram polimerizados por ambas as distancias (2
e 9 mm), em ambos os periodos de avaliagcdo (24 e 72h), ndo houveram
diferencas estatisticamente significantes na citotoxicidade quando QTH, LED e

PAC foram utilizados.
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Moharamzadeh et al. (2007) avaliaram e compararam os efeitos
bioldgicos de trés monémeros resinos (TEGDMA, UDMA e Bis-GMA) em trés
linhagens diferentes de fibroblastos gengivais e em queratindcitos HaCat.
Fibroblastos foram obtidos a partir de bidpsias de pacientes e utilizados na
sexta passagem, 0s queratindcitos eram células imortalizadas e doadas.
Mondmeros foram dissolvidos em DMSO e diluidos em meio de cultura DMEM
em sete concentracdes diferentes. Em seguida, eles foram colocados em
contato por 24h com as células ja plagueadas na concentracdo de 5x10*
células/well. A citotoxicidade foi entdo mensurada através do teste de Alamar
Blue, e os marcadores inflamatérios IL-1B detectados pelo teste de Elisa.
Resultados mostraram que todos os mondmeros resinosos sao toxicos aos
fibroblastos gengivais e queratindcitos, independente da linhagem, sendo
BisGMA o mondmero mais toxico e UDMA o menos téxico. Nao foi encontrada
inducao de liberacdo de IL-1B.

Annunziata et al.(2006) investigaram se as propriedades bioldgicas de
compasitos fotoativados sao afetadas quando esses sdo usados como sistema
adesivo para cimentacao de “inlays”. Foi utilizado o compdsito Filtek Supreme
(3M ESPE), tanto como agente cimentante, quanto para confeccdo de “inlays”.
As restauracdes “inlays” foram confeccionadas a partir de um molde de 2mm x
7mm, onde o compésito foi inserido nele e polimerizado por 120 segundos, por
ambos os lados, para obtencdo do restaurado. Em seguida, espécimes do
compésito foram confeccionados na dimensdo de 1mm x 7mm em duas
diferentes situacdes, formando-se assim dois grupos: primeiro com o0
restaurado “inlay” interpondo entre o espécime e a fonte de luz (G1) ; e depois
sem a interposicdo do restaurado “inlay” (G2). Os espécimes foram entédo
armazenados em meio DMEM-F12 e incubados a 37°C por 24h. Ap6s esse
periodo, os extratos foram filtrados e colocados em contato com fibroblastos
pulpares e gengivais previamente cultivados, sendo a viabiliade celular
mensurada pelo teste de MTT. Resultados mostraram que tanto espécimes do
grupo 1, quanto espécimes do grupo 2 foram citotoxicos para as células
pulpares e gengivais, sendo que a presenca da “inlay” no G1 causou um

aumento significativo da citotoxicidade quando comparado com G2.
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2.3Grau de conversédo de compaositos

O grau de conversdo dos mondémeros influencia a estabilidade quimica dos
compositos. Portanto, € importante sabermos que grau de conversdo é uma
medida do percentual de duplas ligacdes de carbono que foram convertidas em
ligacdes simples de carbono para formar uma cadeia polimérica (Knezevic et
al., 2005). Assim, ligacdes duplas de carbono nao convertidas podem tornar os
materiais mais susceptiveis a reacdes de degradacdo, o que resulta em
instabilidade de cor, diminuicdo das propriedades fisicas e liberacdo de
subprodutos citotoxicos. Segundo Ergun et al., 2011, tanto a composicédo de
uma resina composta quanto a porcentagem de conversdo dos mondmeros

sao considerados como causa potencial de citotoxicidade.

Franz et al., (2009), em um estudo in vitro, desenvolveram um protocolo
clinico simulando o ambiente da cavidade oral para analisar a influéncia dos
adesivos dentais na citotoxicidade de seis compdsitos resinosos. Também
analisaram a influéncia da camada de oxigénio inibitéria no grau de conversao
(DC) dos sistemas adesivos. Foram preparados espécimes cilindricos dos
compositos testados a partir de um molde de 5mm x 2mm. Para um grupo o
compasito foi inserido no molde e fotopolimerizado por um dos lados por 40 s,
ja para o outro grupo, inicialmente, foi aplicado e fotopolimerizado o adesivo
dentro do molde, seguido pela aplicacdo do compdsito e fotopolimerizagéo por
40s por um dos lados. Os espécimes confeccionados foram entédo
esterelizados com radiacdo UV e colocados imediatamente ou apés sete dias
de pré-incubacdo em meio DMEM, em contato com fibroblastos L929 por 72h.
Espécimes cilindricos de vidro foram usados como grupo controle. Apés a
incubacdo, as células foram entdo submetidas ao teste de Citometria de Fluxo
para determinagcdo do numero de células sobreviventes, através de
comparacdo com o grupo controle. Para mensuracdo do grau de converséo foi
utilizado o teste de FTIR, a partir da andlise de finas camadas de sistema
adesivo fotopolimerizadas em condi¢gBes aerbdbicas e anaerdbicas. Concluiu-se
que os sistemas adesivos ndo tém influéncia significativa na citotoxicidade dos
compositos. E que todos os compositos recém-preparados e colocados

imediatamente em contato com as células se mostraram mais citotoxicos do
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que aqueles pré-incubados por sete dias. Com relacdo ao grau de converséo,

esse diminuiu quando da presenca da camada de oxigénio inibitoria.

Para se avaliar a eficiéncia de ativacdo das resinas compostas e seu
consequente grau de conversao, estudos tém utilizado diferentes parametros e
metodologias. Pianelli et al., (1999) e Leloup et al., (2002) afirmam que o0s
quatro tipos de testes mais usualmente relatados na literatura seriam a
avaliacdo da microdureza, microscopia optica, “scraping test” e metodologias
vibracionais através de espectroscopia infravermelha (FTIR- Transformada
Fourier infra-vermelha) e Raman (FT-Raman). Desde que a posicdo das
bandas Raman seja especifica para um determinado grupo quimico, a
espectroscopia FTIR pode ser usada para identificacdo e quantificacédo
(Gauthier et al., 2005). Essa permite a avaliacdo do grau de conversao para
resinas do tipo metacrilato e silorano através da comparacdo das bandas
vibracionais. Para as resinas de metacrilato, as bandas de interesse situam-se
em 1635 cm™ (C=C alifatica) e 1608 cm™ (C=C aromatica), ja para as resinas
de silorano em 883 cm™ (C-O-C) e 1608 cm™ (C=C aromatica). A partir desse
método, € possivel avaliar o grau de conversao dos compadsitos, e sua relacdo

com diversas propriedades fisicas, mecanicas e bioldgicas.

Silikas et al., (2000) investigaram a relacdo entre o grau de conversao
(DC) e a forca de contracdo de dois compositos (Filtek 2100/ 3M ESPE, e
Tetric Ceram/ Ivoclar), quando esses foram irradiados por dois niveis de
intensidade de luz, por diferentes periodos de tempo. Espécimes desses
compoésitos foram confeccionados em quatro diferentes modos: Modo 1=40 s a
750 mW/cm? Modo 2= 10 s a 200 Mw/cm? seguido por 30 s a 750 mW/cm?;
Modo 3= 40 s a 200 Mw/cm?, Modo 4= 10 s a 200 mW/cm?. Para célculo do
grau de conversado, utilizou-se FTIR, onde um espectro foi obtido dos
compésitos polimerizados e nado polimerizados, e DC calculado em
porcentagem a partir do compdsito ndo polimerizado. Para mensuragdo da
forca de contracao, utilizou-se a técnica do disco aderido, onde mensuracoes
foram realizadas continuamente por 30m, a partir do inicio da fotoativacao.
Concluiu-se que nao houve diferenca no grau de conversdo entre o0s

compositos quando se utilizou os modos 1 e 2, entretanto diferencas
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significativas foram encontradas entre os modos 3 e 4. Com relacéo a forca de
contragcéo avaliada apés 30 m, ndo houveram diferengas significativas quando
se utilizou os modos 1 e 2, no entanto nos modos 3 e 4 observou-se uma
reducdo na contracdo. Para todos os compdsitos testados obteve-se uma

relacdo linear entre DC e forca de contracéo.

Mundim et al., (2011) investigaram se existe relacéo entre a temperatura
do compdsito (Tetric N-Ceram/ Ivoclar Vivadent, cor A3) , seu grau de
conversao e suas propriedades opticas (estabilidade de cor e opacidade). Para
o estudo, o compasito foi previamente armazenado em trés temperaturas 8, 25
e 60°C. Em seguida, foram confeccionados nove corpos de prova para cada
temperatura, a partir de um molde de 12mm x 2mm. Desses, seis foram usados
para analise de cor e trés para avaliacdo do grau de conversdo. Para analise
da cor e opacidade, foi utilizado um espectrometro, onde variagcdes nessas
propriedades foram avaliadas pela diferenca encontrada antes e apds imersao
dos corpos de prova em um corante. Para mensuracao do grau de conversao
foi utilizado o método de FTIR, onde espectros foram obtidos do composto
polimerizado e do nédo polimerizado (referéncia). Os resultados foram
submetidos aos testes de ANOVA e Tukey. Concluiu-se que nao existe
diferenca na estabilidade de cor e opacidade do compdsito quando foram
empregadas as trés temperaturas diferentes. Com relagdo ao grau de
conversao, verificou-se que o grupo que foi pré-aquecido a 60°C exibiu maior

grau de conversao que 0s outros grupos.

O grau de conversdo de um compodsito é discutido juntamente com a
variedade de fatores que modificam o processo de fotoativacdo, como a
composicdo da resina que influencia na transmissao de luz através do material,
na concentracdo do fotoiniciador, iniciador e inibidor presente (Stansbury, 2000;
Anusavice, 2003; Soares et al., 2003). Alguns trabalhos ainda deixam evidente
gue uma alta concentracao de fotoiniciadores melhora o grau de conversao e
as propriedades mecanicas na formacéo dos polimeros (Peutzfelt & Asmussen,
1989; Schroeder & Vallo, 2007; Schneider et al., 2008). Assim como cada

composito apresenta uma constituicdo diferente, € esperado comportamento
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diferente tanto para as resinas a base de silorano quanto para aquelas ditas

convencionais.

Em 2009, Papadogiannis et al. também avaliaram a forca de contracao de
polimerizacdo de compdsitos resinosos disponiveis comercialmente: Clearfil
Majesty; Ceram-X Mono; Els; Filtek Silorano e Premise. Investigou-se também
se essa forca exibe uma possivel interagdo com o grau de conversdo e a
adaptacdo marginal. Para tal, utilizou-se do método do disco aderido para
calculo da forca de contracdo; o grau de converséao foi mensurado por meio de
FTIR; e a adaptacdo marginal foi analisada ao microscopio. Os resultados
mostraram que os compdésitos de silorano e Clearfil Majesty apresentaram a
menor forca de contracdo entre todos os compdsitos testados, sendo do
Silorano a menor forca. Nao foi encontrada nenhuma correlacdo significativa
entre grau de conversdao e forca de contracdo, ao contrario da adaptacdo
marginal que apresentou forte relagao.

Palin et al., (2004) investigaram a relacdo entre grau de conversao,
deflexdo de cuspides e microinfiltragdo de duas resinas a base de metacrilato
(Filtek 2100/ 3M ESPE e Filtek 2250/ 3M ESPE), uma a base de oxirano (EXL
596) e uma a base de silorano (Filtek Silorano/ 3M ESPE). Cavidades MOD
foram preparadas em pré-molares extraidos e restauradas com os compdésitos
testados. Para mensuracdo da deflexdo de cuspides, utilizou-se de um
aparelho (DCDT) por 0,1 horas até cessar a irradiacdo de luz. O grau de
conversao foi medido por FTIR e a microinfiltragdo mensurada por analise dos
espécimes ao microscopio, apés imersao em fucsina 0,2% e 500 termociclos.
Os resultados mostraram que compésitos a base de silorano e oxirano
apresentaram menor deflexdo de cuspides que os compdésitos de metacrilato. A
microinfiltracdo do compdsito de silorano foi menor que a do compdésito 2250 e
EXL596. O grau de conversdo dos compasitos a base de silorano e oxirano

diminuiu significantemente em comparagdo com os compdsitos de metacrilato.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o grau de conversao e o efeito citotoxico, sobre cultura primaria
de fibroblastos gengivais, de diferentes resinas compostas empregadas em
Odontologia Restauradora. Analisar, também, se existe correlagdo entre a

viabilidade celular e o grau de conversédo desses materiais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Mensurar a viabilidade celular de fibroblastos gengivais apds o contato
indireto com compdsitos fotopolimerizados por dois tempos (20 e 40s) e
armazenados por 24 horas ou 12 dias antes do experimento, por meio do teste
de MTT.

2. Comparar o grau de conversdo dos compoésitos testados e

fotopolimerizados por dois tempos (20 e 40s) por meio do teste de FTIR.

3. Correlacionar o grau de conversdo dos compositos testados e
fotopolimerizados por dois tempos (20 e 40s) com a viabilidade celular.
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4. METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos e legais

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG), sob o parecer numero
570/11 (APENDICE 1), obedecendo as exigéncias da legislacdo brasileira,
conforme as resolugcbes CNS n° 196/96 e 347/05 do Conselho Nacional de
Saude sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo

Seres Humanos.

4.2 Selecao dos casos

Individuos de ambos os sexos, na faixa etéria entre 18 e 35 anos, sem
alteracdes sistémicas que comprometessem sua saude e que possuissem
necessidade de remocéao de tecido gengival por razdes estéticas ou funcionais,
foram selecionados para o estudo. Voluntarios que se encontravam em
tratamento nos cursos de extensdo em Cirurgia e Periodontia da Faculdade de
Odontologia da UFMG participaram do estudo. No entanto, foi utilizado o tecido
gengival de apenas um voluntario, uma vez que se obteve sucesso no primeiro
procedimento de extracdo, e essas células foram suficientes para realizacao de

todos os testes.

4.3 Extracao dos fibroblastos gengivais

Imediatamente apds a cirurgia realizada nas clinicas de Cirurgia e
Periodontia da Faculdade de Odontologia UFMG, o tecido gengival foi colocado
num frasco contendo meio de cultura DMEM (Dulbecco’s modified Eagle
medium) suplementado com 20% de soro fetal bovino
(GIBCO/Invitrogen,Grand Island, NY, USA), 1% de penicilina, 1% de
estreptomicina e 0,2% de anfotericina B. Em seguida, o frasco contendo o
tecido gengival foi transportado para o Laboratério de Encapsulamento
Molecular e Biomateriais, Instituto de Ciéncias Exatas/Quimica, UFMG.

O tecido gengival foi entdo submetido aos procedimentos de extracéo

dos fibroblastos gengivais em camara de fluxo laminar, sob condigbes estéreis.
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Para a extracdo celular, o tecido gengival foi limpo com uma solucdo tampéo
de PBS para remocdo das células sanguineas. Posteriormente, numa placa de
Petri contendo meio base, esse foi fragmentado com uma lamina de bisturi n°
15. Os fragmentos foram entdo depositados num falcon estéril de 15 ml
contendo 1 ml de solucdo composta por 4ml de meio base + 4 mg/ml de
dispase e 3 mg/ml de colagenase tipo | (ambas da GIBCO/Invitrogen) e
incubados a 37°C, por 60 minutos. Esse procedimento foi repetido quatro
vezes. A solucéo foi entdo centrifugada a 1400 rpm por dez minutos, sendo em
seguida descartado o sobrenadante, preservando-se apenas o pellet de
células. O pellet foi ressuspendido em meio DMEM completo, suplementado
com 20% de soro fetal bovino, 1% de penicilina, 1% de estreptomicina e 0,2%
de anfotericina B. As células foram cultivadas em culturas de monocamadas
em incubadora umidificada na temperatura de 37°C com 5% de CO, e 95% de
ar. Trocas do meio de cultura foram realizadas a cada dois ou trés dias.
Quando as células se tornaram confluentes, foram colhidas com solugéo
tripsina-EDTA 0,5% e transferidas para subculturas. Estes procedimentos
foram repetidos até que se obtivesse o nimero adequado de células para

execugao do experimento.

4.4 Confeccéo dos corpos de prova
Neste estudo, foram avaliadas quatro resinas compostas, todas na cor
A2, com indicacdo para confec¢cdo de restauracdes diretas, sendo trés delas a

base de Metacrilato e uma a base de Silorano (Fig.2).

Fig. 2 Resinas compostas avaliadas na cor A2
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A composicdo de cada um dos materiais experimentais, percentual de

carga inorganica, e respectivos fabricantes, estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1. Resinas compostas utilizadas

Marca comercial Fabricante Matriz resinosa Percentual de cargainorgénica
Filtek P90 3M ESPE Silorano 76%
Filtek Z350XT 3M ESPE | BIS-GMA, BIS-EMA,

UDMA, TEGDMA, 78,5%
PEGDMA

Filtek 2100 3M ESPE | BIS-GMA,
TEGDMA 71%

Filtek 2250 3M ESPE | BIS-GMA, BIS-EMA,
UDMA 60%

Seis corpos-de-prova

de cada material

experimental foram

confeccionados a partir de uma matriz de vidro nas dimensdes de 2mm de

espessura por 4mm de diametro (Figuras 3,4 e 5). Sobre uma placa de vidro,

as resinas foram inseridas na matriz com espatulas préprias, comprimidas com

tiras de poliéster e imediatamente fotopolimerizadas utilizando um dispositivo
de LED (FLASH lite, DISCULS DENTAL, Culver City, USA), encostado

diretamente na tira de poliéster pelos periodos de 20 ou 40 segundos. A

intensidade de luz emitida pelo aparelho fotoativador (570-600mW/cm?) foi

monitorada durante todo o experimento por meio de um radibmetro (MODEL
100 Curing Radiometer, Demetron/Kerr, Danbury, CT, USA).(Fig.6)
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Apos a fotopolimerizacéo, os espécimes foram removidos da matriz por
extrusdo, marcados com uma lamina de bisturi do lado que sofreram
diretamente a fotopolimerizagdo e imediatamente protegidos da luz em
recipientes escuros. Em seguida, esses espécimes passaram por um ciclo de

esterilizacdo com oOxido de etileno antes da realizacao dos testes.

Figs.3, 4 e 5 Confeccéo dos corpos de prova



31

Fig. 6 Dispositivo de LED e radiometro utilizados

Placas de cultura estéreis com 24 compartimentos individualizados
(Costar Corp., Cambridge, MA, USA) foram utilizados neste experimento. Em
todos os compartimentos, foi aplicado 1,0 mL de meio de cultura néo
suplementado com soro fetal bovino (MC-SFB), uma vez que investigacdes
prévias (Takeda et al., 1993) afirmaram que componentes liberados de
materiais resinosos podem interagir com constituintes do SFB, interferindo,

assim, nos resultados de pesquisas de citotoxicidade em cultura de células.

Com o auxilio de uma pinca clinica estéril, os corpos-de-prova ja
esterilizados, foram posicionados com o lado que ndo sofreu diretamente a
polimerizacdo, na base dos compartimentos dos pratos de acrilico que
continham 1,0mL do meio de cultura desprovido de SFB (MC-SFB).
Finalmente, estes pratos de acrilico com os materiais experimentais (corpos-
de-prova) imersos em MC-SFB foram colocados em incubadora, na
temperatura de 37°C, com 5% de CO2 e 95% de ar, onde permaneceram pelos

periodos experimentais de 24 horas ou 12 dias (Fig.7). Para o grupo controle, o
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meio de cultura sem soro fetal bovino também permaneceu em incubacédo
pelos periodos de 24 horas ou 12 dias, sendo que ap0s esses periodos, esse
meio foi aplicado sobre as células previamente cultivadas experimentais.

A relacdo entre os grupos experimentais e controle, de acordo com 0s

periodos de avaliagdo e numero de espécimes, estdo demonstrados na tabela
2.

Fig 7. Pratos de acrilico com corpos de prova imersos em meio de cultura

Tabela 2: Relacdo entre grupos experimentais de acordo com os periodos de
avaliagdo e o numero de espécimes.

GRUPOS |FILTEK FILTEK FILTEK FILTEK Controle TOTAL
P90 Z250 Z350XT Z100

12 12 12 12 12 60
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4.5 Cultivo das células e avaliacdo do metabolismo celular

Aliquotas de 1,5 x 10° células/poco em 0,1 ml de meio foram semeadas
em sexplicata em microplacas de 96-pogcos por 72 horas em incubadora
umidificada na temperatura de 37°C, com 5% de CO, e 95% de ar. A contagem
celular foi realizada utilizando o teste de exclusdo com azul de Tripan em
camara de Neubauer. Logo apés o tempo de incubacdo, o meio de cultura em
contato com as células foi cuidadosamente aspirado, e substituido por 0,1mL
da solucédo que havia permanecido em contato com os corpos-de-prova pelos
periodos de 24 horas ou 12 dias. As placas contendo as solucdes
experimentais foram levemente agitadas, para homogeneizacdo, antes de
serem alteradas. Estas solucdes experimentais, compostas por MC-SFB e
possivelmente componentes sollveis em meio aquoso dos materiais em
estudo, permaneceram em contato com as células pelo tempo de 24 horas em
incubadora.

Os seis espécimes de cada grupo experimental e controle foram
utilizados para a avaliacdo do metabolismo celular. Esta avaliacao foi realizada
através da aplicacéo da técnica do sal de metiltetrazolium (MTT assay), 0 que
determina a atividade da enzima desidrogenase succinica produzida pelas
mitocondrias. O ensaio de sal de tetrazélio - MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
diphenyltetrazolium bromide) (Invitrogen/Vybrant MTT, Molecular Probes,
Eugene,OR, USA) - é um teste colorimétrico que possui o objetivo de medir a
atividade mitocondrial das células. Este teste envolve a reducdo de um
substrato incolor, MTT, num produto insolivel com coloragdo azul escura,
cristais de formazan, os quais sédo formados proporcionalmente a atividade de
succinato desidrogenase nas mitocéndrias de células viaveis.

O ensaio de MTT foi realizado 24 horas ap0s o contato das células com
as solucdes experimentais. Previamente as solucdes testadas foram
cuidadosamente aspiradas, e as células lavadas delicadamente com PBS. Em
seguida as células foram supridas com meio base e 10 pyl de MTT (5 mg/ml)
foram depositados nas mesmas. As placas foram entdo incubadas por 4 h a
37°C em atmosfera umidificada de CO, 5% e ar 95%. Decorrido este periodo,
as placas de cultura foram retiradas da incubadora, sendo que a mistura do
meio de cultura com a solugdo do sal de metiltetrazolium foi aspirada

cuidadosamente. Apos completa aspiracdo da solucdo, os cristais formados
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pela degradacdo dos anéis do sal de metiltetrazolium puderam ser observados
ao microscopio invertido de luz (BEL Photonics®, BEL Equipamentos Ltda,
Piracicaba, SP) aderidos ao fundo de cada compartimento individualizado.
Numa segunda etapa, 100 yl de 10% SDSHCI (Dodecil sulfato de sddio - acido
cloridrico) foi acrescentado nos grupos para solubilizacdo dos cristais e as
placas foram novamente incubadas overnight em estufa nas condi¢cdes
previamente descritas. Estes cristais, quando dissolvidos pela presenca do
isopropanol, resultam em uma solucdo de coloracdo roxa de variada
intensidade, a qual é quantificada por espectrofotometria em um comprimento
de onda de 570nm.

Fig.8 Aspecto colorimétrico da placa de cultura apos realizagdo do MTT — 24h
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Fig.9 Aspecto colorimétrico da placa de cultura apés realizagdo do MTT — 12d

Para a leitura de todas as solugbes, as proprias placas de 96
compartimentos foram inseridas no espectofotdmetro. Os dados de
metabolismo celular expressos em valores numéricos foram submetidos a
analise estatistica pelo teste de ANOVA com correcdo de Bonferroni (p<0,05),

com auxilio do programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, CA, USA).

A citotoxicidade celular foi entdo avaliada de acordo com a porcentagem
de viabilidade celular (MTT) em relagdo ao controle negativo. Os valores
numéricos obtidos foram somados e a média calculada para, assim, serem
transformadas em percentagem. Os valores percentuais obtidos foram
utilizados para determinar o efeito inibitério da atividade mitocondrial das

células segundo a equacéo:

% Viabilidade celular = média da densidade 6tica do grupo teste x 100
média da densidade 6tica do controle negativo*

*células sem tratamento
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E classificada de acordo com Sjogren et al., (2000):

Tabela 3. Gradacdo da citotoxicidade em relacdo ao percentual de

sobrevivéncia celular

Citotoxicidade Viabilidade celular
N&o citotoxico Maior que 90%
Ligeiramente citotoxico 60-90%
Moderadamente citotoxico 30-59%
Severamente citotoxico Menor ou igual a 30%

4.6 Avaliacéo do grau de conversao

O grau de conversao corresponde a medida da porcentagem de ligacdes
duplas entre carbonos do mondémero que se convertem em ligacdes simples
decorrente do processo de polimerizacdo. A avaliagdo do grau de conversao %
DC das resinas compostas foi feita através de Espectrofotometria de
Infravermelho (FTIR), no intervalo de 4000 a 400 cm™, em um equipamento da
(Perkin Elmer modelo Spectrum 2000), no modo de absorbancia. Foram

realizados 32 scans para cada amostra com uma resolugéo de 2,0 cm™,

Para o teste foram preparados conforme descrito no item 5.4, seis
espécimes de cada material testado (n=6), que foram imediatamente
armazenados em recipientes escuros. Amostras dos compositos nao
polimerizados também foram analisados ao FTIR. Posteriormente, esses
espécimes foram transformados em pastiihas num pastilhador de aco
inoxidavel (Perkin Elmer). Para isso, os espécimes de cada composito foram
diluidos em KBr (brometro de potassio) Merck® em grau analitico (5 mg de
compoésito para 100 mg de KBr), masserados em almofariz de &gata e
prensados, de modo que formassem pastilhas com espessura aproximada de
0,5 mm (10 ton — 40 s). Essas foram entdo colocadas uma de cada vez no
suporte de amostra do dispositivo e os espectros foram registrados. O software
utilizado no tratamento dos dados foi o do préprio equipamento (Spectrum v
5.3.1 for Windows® - Perkin Elmer).
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A determinacao do grau de conversdo das resinas a base de metacrilato
(Filtek Z100; Filtek Z350XT e Filtek Z250; 3M ESPE) foi verificada através da
diminuicdo do alongamento da banda do carbono alifatico C=C do metacrilato,
em 1638 cm™, durante o processo de polimerizacdo. Como ligacédo estavel—
padrdo interno foi utilizado a banda de absorcdo aromatica em 1608 cm™.
Sendo o grau de converséo das resinas de metacrilato calculado a partir da

equacao:

(%C=C) = (alifatico C=C/ aromatico C=C) polimero X 100
(alifatico C=C/ aromético C=C) monémero

Para a resina a base de silorano (Filtek P90 3M ESPE), o grau de
conversao DC foi calculado através da diminuicdo da intensidade da ligacdo C-
O-C (883 cm™), como padrédo interno também foi utilizada a ligacdo C=C
aromatica (1608 cm™). Sendo o grau de conversdo das resinas de Silorano

calculado a partir da equacao:

(%C-0-C) = (oxirano (C-O-C)/aromético C=C)polimero X 100

(oxirano (C-O-C)/aromatico C=C)mondmero

Os dados do grau de conversao foram entdo analisados com auxilio do
programa OriginPro 7.0, e submetidos a analise estatistica pelo teste de
ANOVA com correcdo de Bonferroni (p<0,05), com auxilio do programa
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, CA, USA).
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5. RESULTADOS
5.1 Citotoxicidade celular

As Figuras 10, 11 e 12 revelam o aspecto geral das culturas de células
gengivais estabelecidas neste estudo. Sob microscépico invertido de luz, as
células jovens apresentavam formatos aleatdrios sem padrdo de crescimento
especifico (Fig.10). A partir das préximas passagens, a maioria das células ja
apresentavam formatos semelhantes a fibroblastos, com formato afilado e
processos celulares estendidos (Fig.11). A confluéncia celular pode ser

observada na Figura 12. Essas fotos foram trabalhadas utilizando inversao de

cores.

Fig. 10 Células jovens Fig. 11 Semelhanca com
fibroblastos

Fig.12 Confluéncia celular
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Os Graficos 1 e 2 mostram a viabilidade dos fibroblastos gengivais- apos
0 contato indireto com os materiais testados previamente incubados por 24 hs

e 12 dias determinada pelo teste de MTT.

No tempo de 24 horas, a resina Filtek Z100 3M ESPE foi a Unica que
apresentou reducéo significativa da viabilidade celular em relacdo ao grupo
controle, mostrando-se ser ligeiramente citotoxica (= 85% de viabilidade
celular). Os outros materiais testados exibiram um perfil de ndo citotoxicidade
(%viabilidade celular de = 95%). Para todas as resinas avaliadas, inclusive a
Filtek 2100, a variagdo no tempo de polimerizagcdo n&o interferiu de forma

significativa no percentual de viabilidade celular.
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Gréfico 1. Porcentagem de viabilidade celular nos experimentos com as
resinas incubadas por 24hs, medida por meio do ensaio de MTT. (Grupos com

a mesma letra sdo estatisticamente semelhantes).
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Para o tempo de 12 dias, o mesmo comportamento foi observado entre
0s materiais testados. Somente a resina Filtek Z100 3M ESPE quando
fotoativada tanto por 20 quanto por 40s que apresentou reducao significativa da
viabilidade celular em relacdo ao grupo controle. A variagdo no tempo de
polimerizacao de 20 ou 40 segundos também nao interferiu ha porcentagem de

viabilidade celular dos materiais testados.
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Grafico 2: Porcentagem de viabilidade celular nos experimentos com as
resinas incubadas por 12 dias, medida por meio do ensaio de MTT.(Grupos

com a mesma letra sdo estatisticamente semelhantes).
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Os graficos 3,4,5,6 comparam a citotoxicidade entre os mesmos
compositos, confeccionados no mesmo tempo de polimerizagdo, mas
incubados por dois periodos diferentes: 24 horas ou 12 dias. Considerando-se
0 mesmo grupo (mesmo composito, e mesmo tempo de polimerizac&o), ndo
houve variacdo na citotoxicidade quando o tempo de incubacao foi alterado em
24 horas ou 12 dias. As resinas Filtek Z250 e Filtek Z350XT tiveram variagcdes

na citotoxicidade entre grupos distintos quando o tempo de incubacao foi

alterado.
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Graficos 3, 4, 5 e 6: Comparacao da citotoxicidade dos compésitos de acordo com a
variacdo no tempo de incubacéo. (Grupos com a mesma letra séo estatisticamente

semelhantes).
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5.2 Grau de converséo - FTIR

O grau de conversdo das resinas compostas testadas, obtido pelo
software do equipamento (Spectrum v 5.3.1 for Windows® - Perkin Elmer) esta
apresentado na fig.13. Através do tratamento dos dados, o grau de conversao
foi determinado a partir da interpretacdo dos graficos gerados, e dos valores
extraidos desses. Com base nas bandas de interesse obtidas dos graficos foi
possivel calcular a porcentagem de ligacdes duplas dos mondémeros que foram

convertidas em simples ligac6es no polimero (figs.13,14 e 15).

- 7100
—— 2250
—— 7350

Banda analitica

—— Nao polimerizado 3
1638 cm’

Polimerizado 20 s
—l— Polimerizado 40 s

Absorbancia / u.a.

"

- a i N\
i‘\ Padrao interno | \
. 1609 cm™ .
T T T T

1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 1
1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660
Numero de onda / cm™

Fig.13 Espectro resultante do grau de conversdo dos compositos de
metacrilato.
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N&o polimerizado
Polimerizado 20 s
—— Polimerizado 40 s

Absorbancia / u.a.

Banda analitica - 883 cm™

T T T T T T T T T
890 885 880 875 870

Numero de onda / cm™

Fig. 14 Espectro resultante do compoésito de Silorano, evidenciando a banda

analitica utilizada no calculo do seu grau de conversao.
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—— Nao polimerizado
Polimerizado 20 s
—— Polimerizado 40 s

T T T T T T T T T T T
1660 1640 1620 1600 1580 1560

Numero de onda / cm™

Figs 15 Espectro resultante do compdsito de Silorano, evidenciando o padrao

interno utlizado no calculo do seu grau de conversao.
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Os dados obtidos pela analise por FTIR de cada material testado estao
representados nos graficos 7, 8, 9, 10 e 11. As resinas Filtek Z100 (grafico 7), e
Filtek P90 (grafico 8) demonstraram diferencas estatisticamente significantes
no grau de conversdo quando polimerizadas tanto por 20 quanto por 40
segundos, sendo que em ambas a porcentagem de conversao foi maior no
tempo de 40s quando comparado com o de 20s. As resinas Filtek Z350XT
(gréfico 9) e Filtek 2250 (gréfico 10) apresentaram mesmo comportamento

guando polimerizadas por 20 ou 40 segundos.
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Grafico 7: Comparacdo do grau de conversdo da resina Filtek Z100,
fotopolimerizada nos tempos de 20 e 40s. (* diferenca estatisticamente

significante p<0.05)
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Grafico 8: Comparacdo do grau de conversdo da resina Filtek P90,
fotopolimerizada nos tempos de 20 e 40s. (* diferenca estatisticamente

significante p<0.05).
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Grafico 9: Comparacdo do grau de conversdo da resina Z350XT,
fotopolimerizada nos tempos de 20 e 40s.
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Grafico 10: Comparacdo do grau de conversdao da resina Filtek Z250,
fotopolimerizada nos tempos de 20 e 40s.

Entre todos os compdésitos testados a resina Filtek Z250 tanto em 20
como em 40s foi a que apresentou a menor taxa de conversdo em torno de
60%, resultado esse néo estatisticamente diferente do apresentado pela resina
Filtek Z350XT 20 e 40s. J4 a resina Filtek P90 40s foi a que apresentou a maior

conversao (= 87%) (grafico 11).

1001

80 - e

NN

% DC

AN

I
O O © O O O O
S S

A Q Q Q Q
Q Q ) )
6\~ /\/'\' /\/'\' % %

Gréafico 11: Comparagdo do grau de conversdo de todos 0s compa@sitos

utilizados.
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6. DISCUSSAO

O perfil de citotoxicidade in vitro como um primeiro fator de
biocompatibilidade de um material dentario deve ser determinado por meio de
cultura celular (Feigal et al., 1985; Huang & Chang, 2002). Além de apresentar
facil reproducdo nos mais diferentes laboratérios em diversas partes do mundo,
os testes in vitro, através de cultura de células, apresentam também custos
relativamente baixos e maior rapidez de execucdo, quando comparados aos
testes in vivo (Hanks et al., 1991). Além disso, 0 experimento in vitro tem a
vantagem de ser facilmente controlado, simples e reproduzivel, o que pode nao
ocorrer em experimentos in vivo onde consideracdes éticas e legais séo

obstaculos para a realizacdo de trabalhos cientificos.

Muitos estudos tém empregado diversas linhagens celulares para
avaliacdo dos efeitos toxicos de diferentes materiais utilizados em Odontologia
(Annunziata et.al 1996; Moharamzadeh et. al. 2007; Ergun et.al. 2007) . Dentre
essas ceélulas podemos citar: aquelas cultivadas primariamente a partir de
tecidos ou cortes - fibroblastos gengivais; fibroblastos pulpares; células
epiteliais; e aquelas imortalizadas - derivadas de animais ou seres humanos.
Todavia, recentes investigacdes tém demonstrado que tanto células adquiridas
diretamente da polpa dental ou tecido periodontal, como aquelas mantidas em
laboratoério através de uma linhagem continua, sdo capazes de responder de
forma diferente aos efeitos téxicos pertinentes a um mesmo material
(Leyhausen et al., 1998; Geurtsen et al.,, 1998a; Heil et al., 2002). Segundo
MacDougal et al., (1998), existe uma grande variabilidade entre as respostas
citotoxicas de diferentes linhagens celulares aos materiais testados, sendo que
até o momento, ndo ha uma defini¢cdo clara sobre qual tipo celular seria 0 mais
indicado para os protocolos empregados na avaliacdo da toxicidade de

materiais experimentais.

Apesar de muitas pesquisas demonstrarem que existam diferencas nas
respostas entre as diferentes linhagens celulares nos testes de citotoxicidade,
Moharamzadeh et al.(2007) acreditam que fibroblastos gengivais seriam uma
boa opcéo em termos de avaliacdo dos efeitos adversos provenientes dos

materiais restauradores. Segundo esses autores, fibroblastos gengivais
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humanos séo células clinicamente relevantes e que estdo em proximidade com
materiais restauradores na cavidade oral, quando, por exemplo, sdo realizadas
restauracgdes tipo classe Il. Além disso, sdo sensiveis, podendo ser facilmente
isolados e cultivadas em meios de cultura normais, o que permite maior
aproximagéo do experimento in vitro com a situacdo in vivo. No presente
estudo foram utilizadas culturas priméarias de fibroblastos gengivais, sendo
todos os experimentos realizados em culturas celulares confluentes e poucas
passagens utilizadas para manter as células o mais proximo possivel do seu
fendtipo original (Arenholt-Bindslev & Bleeg, 1990) (Figs. 8,9 e 10).

Os tecidos gengivais utilizados foram obtidos de gengivectomias da
regido anterior da cavidade oral, uma vez que estes contém maior quantidade
de células gengivais e menor quantidade de fibras. Como existem diferencas
entre linhagens celulares de individuos distintos com relacéo as respostas aos
testes (Moharamzadeh et al., 2007), optou-se pela utilizacdo, em todos os
experimentos do tecido gengival de um mesmo doador, para que assim 0Ss

resultados obtidos fossem aceitaveis e passiveis de comparacao.

O teste utilizado para avaliagdo da citotoxicidade dos materiais foi o
MTT, o qual € o mais comumente usado para avaliacdo de viabilidade celular,
devido a sua confiabilidade e sensibilidade (Ergun et al., 2011). Como as
resinas apresentam composic¢des distintas, variando no tipo e quantidade de
carga que possuem e no tipo e quantidade de mondmeros e diluentes
presentes, cada uma apresenta, em culturas celulares, comportamento
citotoxico Unico, podendo causar desde a liberacdo de mediadores
inflamatérios (Moharamzadeh et al., 2007), até a supressao da sintese protéica
(Hanks et al., 1991) ou inibicdo da atividade mitocondrial (Issa et al., 2002) .

Tanto a composigcdo quimica da resina quanto a porcentagem de
conversdo de mondmeros dos materiais dentais sdo considerados como causa
potencial de citotoxicidade (Ergun et al., 2011). A conversdo de compdsitos
resinosos ndo é completa, assim mondmeros n&o reagidos podem ser
liberados no ambiente oral e causar diversos efeitos toxicos (Kong et al., 2008).

A espectroscopia de Infravermelho transformada de Fourier (FTIR) tem sido
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bastante utilizada para caracterizacdo do grau de conversdo (DC- do inglés
Degree of Conversion) de materiais polimerizaveis. Nela, o calculo de DC é
realizado através do espectro obtido dos materiais, onde a diminuicdo no
alongamento da banda do carbono vinil (C=C) é mensurada antes e depois da
fotopolimerizacdo (Fig.13) e comparada com um padrdo interno. Segundo
Gauthier et al. (2005), uma medicao exata de DC € essencial para mostrar a
relacdo entre 0 mesmo e propriedades mecéanicas, bem como o potencial de
liberacdo de mondémeros nao reagidos de biomateriais. Por meio do método de
FTIR, o grau de conversdo dos compdésitos testados foi mensurado para os
dois tempos de fotoativacdo estudados (20s e 40s) e relacionado com a
citotoxicidade desses materiais.

Dentre os diversos materiais restauradores disponiveis, as resinas
compostas tém sido muito utilizadas para confeccdo de restauracdes diretas
devido as suas propriedades estéticas e mecanicas. Esse material consiste de
particulas de carga embebidas em matriz resinosa organica quimicamente
reativa. Particulas de carga sdo materiais tipicamente inorganicos, como vidro,
geralmente tratados na sua superficie (silanizados), possibilitando a unido
quimica a matriz de resina. Quase todas as resinas compostas a base de Bis-
GMA utilizam oligoetilonoglicois diluentes como TEGDMA ou UDMA, que séo
polimerizados por radicais como a resina primaria. Estudos prévios, no entanto,
tém demonstrado que esses dimetacrilatos exibem consideravel efeito
citotoxico sobre culturas celulares (Hanks et al., 1991; Kong et al., 2008). Em
cada composito, essa citotoxicidade depende da liberacdo dos dimetacrilatos
(monémeros livres ndo polimerizados e componentes liberados devido a
degradacdo e erosdo que ocorrem ao longo do tempo) e estd diretamente
relacionada com o grau de conversao e a composicao de cada resina, que
varia de fabricante para fabricante (Franz et al., 2008). Para esse estudo, foram
utilizados quatro compdsitos: trés a base de metacrilato (Filtek Z100, Filtek
Z250 e Filtek Z350XT) e um a base de silorano (Filtek P90), sendo todos
pertencentes ao mesmo fabricante (3M ESPE).

O compésito de Silorano (Filtek P90) foi desenvolvido em 2007, com o

objetivo de contornar o problema da contragdo de polimerizacdo dos
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compositos de metacrilato (Guggerberger et al., 2000, Eckert et al., 2004). Esse
se baseia na substituicdo dos mondémeros de metacrilato por sistemas epoxicos
de abertura de anel- Silorano (Leprince et al., 2010). O mondmero de Silorano
€ obtido pela reacdo de oxirano e siloxano, e mostrou ter contracédo volumétrica
de apenas 0,99% vol (Al-boni et al., 2010), enquanto compdsitos de metacrilato
tém uma média de contracdo em torno de 2,3 a 3 % vol (Duarte Jr. et al.,
2009). Esse novo compdésito demonstrou possuir propriedades mecanicas
comparaveis as dos compositos de metacrilato (Duarte Jr. et al., 2009) e menor
potencial de adesdo bacteriana (Ralf et al.,, 2007). Entretanto, ainda €
desconhecido seu efeito toxico sobre as células do organismo. Por tal motivo,
esse compdsito foi utilizado neste estudo, sendo os compdésitos de metacrilato
utilizados como forma de comparagcdo. A familia das resinas Z100, Z250 e
Z350 XT foi utilizada por demonstrar a evolucdo deste material restaurador,
tendo sido referéncia nas alteracdes de conversédo, quantidade de diluentes e

evolucao para particulas nanométricas.

Durante a confeccdo dos espécimes de cada material, foi seguido rigido
protocolo, onde os compdésitos foram inseridos em matrizes de vidro, vedados
com tiras de poliéster e fotopolimerizados. De acordo com Tang et al.(1999), a
presenca da camada de oxigénio inibitéria durante a fotopolimerizacdo de
compositos causa uma diminuicdo de 33% da viabilidade celular . Apesar do
fabricante da resina de silorano Filtek P90 afirmar que nesse material ndo
existe a camada de inibicdo, 0 mesmo protocolo foi seguido para todos os
espécimes (Figs. 3, 4 e 5). Também como padronizacdo, todos foram
confeccionados na cor A2. Esta padronizacdo evitaria possiveis alteracfes
causadas pelo uso de maior ou menor quantidade de pigmentos nos
compositos (Sigusch et al., 2012).

Os espécimes confeccionados foram armazenados em meio DMEM por
24 horas e 12 dias sem soro fetal bovino (Fig.7), pois segundo Takeda et al.
(1993) componentes liberados de materiais resinosos podem interagir com o
soro fetal e influenciar nos resultados. Em seguida, 0os compostos soluveis
resultantes foram colocados em contato com a cultura celular, pois, conforme

Tang et al. (1999), deve ser evitado o contato direto dos materiais com as
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células, uma vez que varia¢cdes na superficie de contato entre 0os espécimes e

as células podem causar variacdes nos resultados.

No teste de citotoxicidade realizado, a Unica resina que apresentou
consideravel redugao na viabilidade celular (=15%) tanto apos 24h quanto apos
12 dias de pré-incubacéo foi a Filtek 2100 3M ESPE (20 e 40s) (gréficos 1 e 2).
Levando-se em consideracdo o grau de conversao da resina Z100, nao seria
esperado que ela apresentasse alta citotoxicidade. Com a menor presenca de
mondmeros residuais, esperar-se-ia menor liberacdo de dimetacrilatos no meio
de armazenagem. Entretanto, isto ndo aconteceu. Comparando-a com a Filtek
Z250, que apresenta mais componentes organicos e mais diluentes (tabela 1),
esta Ultima deveria apresentar maior citotoxicidade. A literatura tem
demonstrado que o mondmero de Bis-GMA é considerado como 0 mais
citotéxico dentre todos os outros monémeros (Kong et al., 2008; Chen et al.,
2003; Moharamzadeh et al.,, 2007). Deve-se, entretanto, discutir-se as
caracteristicas das cadeias poliméricas formadas. Enquanto alguns
compoésitos apresentam em sua COmpOSICA0 Mais ou menos componentes,
possivelmente, a cadeia gerada seja mais estavel e assim possa liberar menos
mondmeros para 0 meio enquanto, a cadeia formada apenas por Bis-GMA e
TEG-DMA da resina 2100, embora apresente grau de conversao elevado néo

possua a mesma estabilidade.

As ligagbes formadas entre as moléculas do material ocorrem no estagio
inicial da fotoativacdo, e vao se propagando formando uma rede, ou seja, 0
polimero. A intensidade de luz do aparelho esta diretamente relacionada a
qualidade dessa reticulacado (Ferracane & Greener, 1984). Neste estudo as
resinas a base de Silorano nos dois tempos estudados foram as que
apresentaram maior grau de conversdo (20s- 81,7% e 40s- 87%), sendo a
resina Filtek Z250 também nos dois tempos a que apresentou a menor
conversdo (20s- 60,1% e 40s- 57,2%) (apéndice 4). Varios autores
(Papadogiannis et al., 2009; Palin et al., 2004) encontraram valores menores
para o grau de conversdo da resina de Silorano (em torno de 50 a 60%) em
comparacao com o deste estudo, o que provavelmente possa ter acontecido

devido a esses autores terem utilizado condi¢gbes diferentes para realizacao
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dos seus experimentos. Neste estudo, utilizou-se um aparelho de LED para
fotopolimerizar os espécimes, e esses foram avaliados em, no minimo, 3 dias
apos terem sido confeccionados. Este aparelho ndo possui ponta transmissora

de luz, ficando o LED préximo a superficie da resina composta.

A compatibilidade entre a fonte de luz e a resina composta fara a melhor
conversdo de mondmeros em polimeros, garantindo sucesso clinico das
restauracdes de resina composta. A efetividade da polimerizacdo esta
relacionada com o tipo de aparelho fotopolimerizador utilizado e suas
caracteristicas, sendo que para se obter uma conversdo satisfatoria dos
compositos, é importante correlacionar area da ponta do aparelho com a
intensidade e tempo de fotoativacdo. Além disso, deve-se levar em

consideracao o agente fotossensivel e o comprimento de onda dos aparelhos.

Para escolha do tempo de irradiacéo, deve-se levar em consideracao a
densidade de energia do aparelho fotopolimerizador. A densidade de energia €
dada pela poténcia do aparelho (em miliwatts - mW) dividida pela area da ponta
ativa do aparelho (em cm?). Desta forma, mesmo que um aparelho possua uma
fonte de luz com boa poténcia, se sua ponta ativa tiver uma area grande, esta
sera espalhada, e a intensidade final sera diminuida. Por outro lado, aparelhos
que utilizam pontas do tipo turbo conseguem um aumento significativo da
densidade de energia pela diminuicdo do seu diametro de saida (Price et al.,
2010).

O produto da densidade de energia pelo tempo de irradiacdo determina
a dose (em Joules). Em nosso estudo, utilizando um aparelho com
600mW/cm?, obtivemos doses de 12J e 24J. DAlpino et al. (2011) avaliaram as
doses satisfatorias para polimerizar resinas a base de metacrilato e silorano, e
demonstraram que 20J sdo satisfatérios para ambas as resinas. Neste estudo,
a resina a base de silorano apresentou dureza superficial maior com 40J,
porém o0s autores relataram que este acréscimo na dureza € irrelevante

clinicamente.
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As caracteristicas de cura de um compgdsito sdo altamente dependentes
do tipo e quantidade de fotoiniciadores presentes. A canforoquinona (CQ) é o
agente fotossensibilizante utilizado na maioria das marcas comerciais
disponiveis no mercado. O aumento na quantidade de canforoquinona das
resinas compostas leva a maior grau de conversdo dos mondmeros,
melhorando as propriedades mecénicas e a biocompatibilidade destes
materiais (Peutzfeldt et al.,, 1989; Rueggeberg et al., 1997). Contudo, a
canforoquinona € um pé de cor amarelo intenso, e sua adicdo causa
amarelamento do material, dificultando sua incorporacdo quando se deseja
cores mais claras (Park et al., 1999; Sun et al., 2000; Yoshida et al., 1994).
Desta forma, a quantidade de CQ presente nas resinas compostas varia
bastante, estando presente em concentracdes entre 0,17 e 1,03% p/p (Taira et
al., 1988) da fase resinosa. Alvim et al. (2007), demonstraram ainda que, em
uma mesma marca comercial, a quantidade e o tipo de fotoiniciador podem

variar em funcgéo da cor utilizada.

A canforoquinona absorve luz com comprimento de onda entre 460 e
480 nm, o que a torna compativel com todos os aparelhos fotopolimerizadores
de luz halégena e de LED. Outros fotoiniciadores de cor mais clara como: 6xido
bis-aquil fosfinico (BAPO) e o 6xido mono-aquil-fosfinico (MAPO ou Lucirin
TPO), absorvem luz com comprimento de onda inferior a canforoquinona, mais
proximos ao ultravioleta. Esse comprimento de onda € perfeitamente coberto
pelas unidades de luz halégena, mas ndo € atingido pelos aparelhos que
utilizam LED azuis, devido ao seu estreito espectro de emisséo. Isso faz com
que as resinas contendo esses fotoiniciadores nédo sejam adequadamente
polimerizadas por estes aparelhos, apresentando baixo grau de conversao e
baixas propriedades mecéanicas. No nosso estudo, 0s quatro compositos

testados apresentavam a canforoquinona como agente fotossensivel.

O tempo utilizado para polimerizar uma resina composta varia de acordo
com as recomendacdes dos fabricantes. Respeitar o tempo preconizado pelo

s

fabricante € importante para que o compdsito tenha uma eficiente cura, e
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assim, apresente boas propriedades mecanicas e bioldgicas (Ergun et al.,
2011). Para cada tipo de material, um determinado tempo € necessério para
que haja a conversdo dos monémeros em uma cadeia polimérica. Esse tempo
varia de acordo com a composicdo de cada produto, e depende do tamanho,
forma e distribuicdo das particulas de carga, da quimica e quantidade de
mondmeros constituintes, assim como da cor e opacidade de cada compdsito
(Mundim et al., 2010). Segundo a 3M ESPE, o tempo indicado para que haja
polimerizacdo satisfatéria dos compoésitos Filtek P90 e Filtek Z100 é de 40s,
enguanto para os outros dois compositos Filtek 2250 e Filtek Z350XT apenas
20s. Uma converséo incompleta dos compositos pode resultar na liberacdo de
mondmeros ndo reagidos e outros componentes na cavidade oral, causando
assim uma série de efeitos adversos como: irritacdo das mucosas,
hipersensibilidade, reacdes anafilaticas, injuria pulpar, dentre outras
(Moharamzadeh et al.,2007). No entanto, no presente estudo, a variagdo no
tempo de polimerizacédo de 20 ou 40 segundos realizada em todos os materiais
nao demonstrou diferenca com relacdo ao nivel de citotoxicidade (graficos 1 e
2), 0 que nao contraria as recomendacfes do fabricante sobre o tempo
necessario para que haja conversdo completa dos compdésitos estudados.
Contudo esses achados devem ser considerados para as condicdes
experimentais utilizadas, sendo que resultados diferentes podem acontecer
quando sédo utilizados aparelhos fotoativadores que, por exemplo, tenham
diferente formato de ponta ativa e emitam outra intensidade de energia, ou que
apresentem distinto espectro de emisséo. Assim, torna-se claro que fabricantes
devam explicitar aos cirurgibes-dentistas 0 tempo necessario para
fotopolimerizar satisfatoriamente os compdésitos, de acordo com cada aparelho

fotoativador existente no mercado.

Segundo alguns autores (Moharamzadeh et al., 2007; Issa et al., 2002) a
liberacdo de mondémeros dos compdositos resinosos é maior em 24h. Portanto,
0 esperado é que a maior toxicidade de compd@sitos ocorra durante as primeiras
24h. No entanto, apesar dos materiais resinosos exibirem os maiores efeitos
toxicos nesse periodo, continua liberagdo em taxa reduzida continua a
acontecer (Issa et al., 2002; Ergun et al., 2011). Neste estudo, analisou-se a

citotoxicidade de compdsitos resinosos armazenados por dois tempos 24h e 12
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dias, e verificou-se que nédo existe diferenca na citotoxicidade entre 0s mesmos
grupos de materiais (mesmo material e mesmo tempo de fotopolimerizagéo) e
com o grupo controle quando esses s&o incubados pelos dois tempos
experimentais (graficos 3, 4, 5 e 6). Verificando-se, assim, que provavelmente
exista uma taxa de liberacdo muito reduzida e nao significativa de monémeros
nao reagidos ao longo do tempo, sendo que a liberagdo completa e
responsavel pela citotoxicidade do compdsito ocorra realmente nas primeiras
24h.

As resinas de Silorano apareceram no mercado como uma alternativa de
substituicdo as resinas de Metacrilato, uma vez que surgiram com a promissora
caracteristica de um compdsito com menor contracdo de polimerizacdo, que €
um dos grandes problemas das resinas compostas (Weimann et al., 2010). No
entanto, essa nova quimica trouxe consigo davidas e questionamentos sobre
as propriedades fisico-quimicas e biocompatibilidade do compésito. Os
resultados demonstraram que a resina de Silorano apresentou comportamento
semelhante as resinas de metacrilato, exibindo um perfil de n&o-citotoxicidade
(% reducgao da viabilidade celular = 5%) (graficos 1 e 2). Este achado evidencia
que o mondémero de Silorano, apesar de sua propriedade hidrofébica tornando-
0 menos susceptivel a degradacdo hidrolitica, e menor potencial de adesao
bacteriana (Buergers et al., 2008) apresentou toxicidade semelhante aos

mondmeros de metacrilato, quando em contato com culturas celulares.

O grau de conversao da resina composta € um importante fator no qual
as duplas ligacdes de carbono sdo convertidas em ligacdes simples. Assim, ha
uma quebra de uma dupla ligacdo do mondmero, formando um complexo
radical-monémero, resultando em uma molécula maior, ou seja, o polimero.
Muitos fatores podem influenciar na polimerizacdo das resinas compostas, 0s
principais sao: o tempo de exposi¢cao, a intensidade da luz e o comprimento de
onda (Sigusch et al., 2011). A compatibilidade entre a fonte de luz e a resina
composta fard a melhor conversdo de mondémeros em polimeros, garantindo
sucesso clinico das restauracdes de resina composta. Segundo Silikas et al.
(2000) variacdes no tempo e na intensidade de polimerizagdo exercem efeitos

significativos no grau de conversdo, sendo que quanto maior o tempo de
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exposicao e a intensidade de luz maior é a conversao, o que depende portanto
do tipo de aparelho fotopolimerizador utilizado. No nosso estudo, as resinas
Filtek Z100 e Filtek P90 exibiram diferenca estatisticamente significante no grau
de conversdo quando foram polimerizadas por 20 ou 40s, sendo que para
essas resinas a maior conversao ocorreu no tempo de 40 segundos (gréaficos 7
e 9). Ao contrario, as resinas Filtek Z350XT e Filtek Z250 ndo demonstraram
variacdo no seu grau de conversdo quando foram polimerizadas por 20 ou 40
segundos (graficos 8 e 9). Esses achados confirmam as informacdes
fornecidas pelo fabricante de que 20 segundos sao suficientes para polimerizar
de forma satisfatoria a estrutura dessas resinas, quando se utiliza o aparelho
fotopolimerizador (LED Flash lite Disculs). Segundo Cavalheiros et al. (2004), o
aumento do tempo de exposicdo a luz ndo aumenta o grau de conversao,
devido ao fato de se obter uma reacdo de saturacdo das cadeias poliméricas

da resina composta.

A cinética de polimerizacdo dos compdsitos de metacrilato e silorano &
baseada na reacdo entre radicais livres e espécies catibnicas reativas, no
entanto as resinas de Silorano também apresentam uma nova quimica de
abertura de anéis. Segundo o estudo de Palin et al. (2005), o compdésito de
Silorano apresentou grau de conversdo maior que o0s compositos de
metacrilato. Para esses autores, a polimerizacdo de compdésitos de Silorano
gera espécies reativas com maior mobilidade que os radicais livres gerados na
polimerizacdo dos compd@sitos de metacrilato, e essa maior mobilidade € a
responsavel pelo maior grau de conversdo observado nos compositos de
Silorano. Corroborando-se com esses achados, no presente estudo o
compoésito de Silorano Filtek P90 exibiu o maior grau de conversdo em
comparacgao com todos os compositos de metacrilato testados (grafico 11).

Segundo Papadogiannis et al. (2009), comparacéo direta entre o grau de
conversdo de compdésitos de Silorano e Metacrilato ndo é viavel, devido a
presenca de grandes diferencas entre esses compogsitos, como: mecanismo de
polimerizagdo, composicdo da matriz organica, tipo e percentual de carga
inorganica. Na presente pesquisa, a resina Filtek Z250 apresentou o menor

grau de conversdo. Por conter maior quantidade de matriz organica que 0s
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outros compaositos testados, o0 esperado seria que a Z250 apresentasse maior
grau de conversdo. No entanto, isso ndo aconteceu. Deve-se, entretanto
considerar que a quimica e concentracdo dos materiais exercem influéncia nas
caracteristicas da polimerizacdo. A resina Z250 apresenta em sua constituicdo
como diluente o monémero de UDMA (tabela 1). A auséncia do diluente
TEGDMA poderia explicar nossos achados, pois, de acordo com a literatura
Ferracane & Greener (1984), o monémero TEGDMA apresenta alto numero de
duplas ligacdes por unidade de peso na cadeia principal, o que pode resultar
em alto grau de conversdo da cadeia durante a polimerizacdo. No entanto, o
monomero de UDMA presente na Z250 apresenta cadeia linear longa, sem
anéis aromaticos, o que |he confere uma maior flexibilidade e,
consequentemente, também maior grau de conversdo monomérica (Ruyter &

Oysaed., 1987; Monte Alto et al., 2006) o que contraria nossos achados.

Apesar de autores (Ergun et al., 2011; Issa et al., 2002; Franz et al.,
2008) afirmarem que uma incompleta conversdo de compdsitos resinosos
resulta na liberacdo de mondmeros nao reagidos e na consequente
citotoxicidade destes , no presente estudo ndo houve relacdo entre o grau de
conversao e a citotoxicidade, uma vez que a resina Filtek Z100, apesar de ter
sido a mais citotoxica, ndo foi a que apresentou o menor grau de conversao,
que no caso foi da Filtek Z250. Além de que entre espécimes do mesmo
compdsito, a variagdo no tempo de polimerizacdo apesar de ter demonstrado
alterar o grau de conversdo das resinas, nédo interferiu na citotoxicidade.
Portanto, nesse estudo observa-se que, provavelmente a citotoxicidade dos
compositos esteja relacionada com suas composi¢cdes, concordando assim
com a afirmativa de Karaoglanoglu et al. (2010), de que o0s niveis de
citotoxicidade de materiais resinosos restauradores variam de acordo com a
qguantidade e tipo dos seus componentes constituintes. Assim como com a
densidade e estabilidade da ligacdo polimérica formada, que pode influenciar a

liberacdo de componentes nao reagidos.

No entanto é importante que o cirurgido-dentista perceba que, apesar de
em nosso estudo ndo ter havido relagdo entre grau de converséo e

citotoxicidade, a fonte de luz empregada exerce influéncia sim na citotoxicidade
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dos compdsitos. Uma vez que as condicbes de polimerizagdo como:
comprimento de onda, duracdo de exposicdo, distancia da saida de luz e
intensidade de luz influenciam o grau de polimerizacdo dos compdsitos. E
esses fatores mencionados determinam a dureza do compasito, a profundidade
de polimerizacdo e indiretamente a liberacdo de monémeros residuais
citotéxicos. Os resultados sdo indicativos de que o aparelho de LED utilizado
nos testes apresentou caracteristicas suficientes para que houvesse uma
conversado satisfatoria dos compdsitos, 0 que poderia ndo ter acontecido se

outros aparelhos fotoativadores tivessem sido utilizados.

E necessario, portanto, que o profissional conheca as caracteristicas e a
composicdo do material que esta utilizando, para que possa escolher uma fonte
de luz adequada, obtendo sucesso clinico com restauracfes eficientes e
duraveis. Embora, os resultados do presente estudo ndo tenham demonstrado
relacédo entre grau de conversao e citotoxicidade, os dados desta pesquisa nao
podem ser extrapolados para situacdes clinicas. Esta etapa de pesquisa
resume-se a um primeiro nivel de estudo sobre os efeitos biolégicos dos
materiais através dos quais novos produtos deveriam ser submetidos. Por isso,
outras pesquisas tanto em animais de laboratério quanto em dentes de seres
humanos devem ser realizadas, para que haja uma avaliagdo mais detalhada
dos compadsitos Filtek P90, Filtek Z250 e Filtek Z350XT, uma vez que estes
materiais apresentaram 0s menores efeitos citotoxicos sobre as células

gengivais.
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7. CONCLUSOES
Com base na metodologia empregada e nos resultados obtidos, pode-se

concluir que:

e Nos periodos de 24h e 12 dias, de todos os materiais testados, a resina
Filtek Z100 3M ESPE nos dois tempos avaliados (20 e 40s), foi a Unica que

causou reducéo significativa no metabolismo celular das células gengivais;

e A variacdo no tempo de polimerizacdo dos espécimes néo interferiu no

percentual de viabilidade celular;

e A alteracdo no tempo de incubacdo (24 horas ou 12 dias) dos
espécimes de um mesmo grupo (mesmo composito e mesmo tempo de

polimerizagao) ndo acarretou variagdes na citotoxicidade;

e A resina Filtek Z250, tanto em 20s quanto em 40s, apresentou menor
grau de conversao (= 60%) entre os compositos testados, sendo esse valor néo
estatisticamente diferente do valor expresso pela Z350XT. A resina Filtek P90

40s apresentou o maior grau de converséao (= 87%);

e As resinas Filtek Z100 e Filtek P90 apresentaram maior grau de
conversdo quando polimerizadas por 40s, sendo a diferenca entre 20 e 40
segundos estatisticamente significante. As resinas Filtek Z350XT e Filtek Z250
nao demonstraram diferenca estatisticamente significante no grau de

conversao, quando polimerizadas pelos tempos de 20 ou 40 segundos;

¢ Nas condicdes experimentais utilizadas ndo houve correlagédo entre grau

de converséo e citotoxicidade dos compasitos avaliados.
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APENDICE 2

Quadro 1: Dados estatisticos do metabolismo

incubados por 12 dias. (GraphPad Prism 5.0)
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celular ap6és o contato com os espécimes

Bonferroni's Multiple Comparison Mean

Test Diff. t Significant? P < 0.05? | Summary | 95% CI of diff
Z100 20" vs Z100 40" -8,625 1,595 |No Ns -27.06 t0 9.810
Z100 20" vs Z250 20" -15,49 2,865 |No Ns -33.93 to 2.940
Z100 20" vs 2250 40" -11,14 2,060 |No Ns -29.58 to 7.293
Z100 20" vs Z350XT 20" -23,89 4,417 |Yes ** -42.33 to -5.459
Z100 20" vs Z350XT 40" -17,31 3,200 |No Ns -35.751t0 1.125
Z100 20" vs P90 20" -18,64 3,446 |Yes * -37.07 to -0.2046
Z100 20" vs P90 40" -12,79 2,364 |No Ns -31.22 to 5.648
Z100 20" vs FIB. -28,33 5,237 |Yes *rx -46.77 to -9.896
Z100 40" vs 2250 20" -6,869 1,270 |[No Ns -25.30to 11.57
Z100 40" vs 2250 40" -2,517 0,4652 | No Ns -20.95 to 15.92
Z100 40" vs Z350XT 20" -15,27 2,823 |No ns -33.70 to 3.167
Z100 40" vs Z350XT 40" -8,685 1,605 |No ns -27.12 10 9.751
Z100 40" vs P90 20" -10,01 1,851 |No ns -28.45 t0 8.421
Z100 40" vs P90 40" -4,162 0,7693 | No ns -22.60 to 14.27
Z100 40" vs FIB. -19,71 3,643 |Yes * -38.14 t0 -1.270
7250 20" vs Z250 40" 4,353 0,8047 | No ns -14.08 to 22.79
Z250 20" vs Z350XT 20" -8,399 1,553 |No ns -26.83 10 10.04
Z250 20" vs Z350XT 40" -1,815 0,3355 | No ns -20.25 to 16.62
Z250 20" vs P90 20" -3,145 0,5814 | No ns -21.58 to 15.29
Z250 20" vs P90 40" 2,708 0,5006 | No ns -15.73 10 21.14
7250 20" vs FIB. -12,84 2,373 |No ns -31.27 to 5.599
Z250 40" vs Z350XT 20" -12,75 2,357 |No ns -31.19 to 5.683
Z250 40" vs Z350XT 40" -6,168 1,140 [No ns -24.60 to 12.27
Z250 40" vs P90 20" -7,498 1,386 |No ns -25.93 10 10.94
Z250 40" vs P90 40" -1,645 0,3041 |No ns -20.08 to 16.79
2250 40" vs FIB. -17,19 3,178 |No ns -35.62 to 1.246
Z350XT 20" vs Z350XT 40" 6,584 1,217 |No ns -11.85 to 25.02
Z350XT 20" vs P90 20" 5,254 0,9713 | No ns -13.18 to 23.69
Z350XT 20" vs P90 40" 11,11 2,053 |[No ns -7.328 10 29.54
Z350XT 20" vs FIB. -4,437 0,8203 | No ns -22.87 to 14.00
Z350XT 40" vs P90 20" -1,330 0,2458 | No ns -19.76 to 17.11
Z350XT 40" vs P90 40" 4,523 0,8362 | No ns -13.91 to 22.96
Z350XT 40" vs FIB. -11,02 2,037 |No ns -29.46t07.414
P90 20" vs P90 40" 5,853 1,082 |No ns -12.58 to 24.29
P90 20" vs FIB. -9,691 1,792 |No ns -28.13108.744
P90 40" vs FIB. -15,54 2,874 |No ns -33.98 to 2.891




APENDICE 3

Quadro 2: Dados estatisticos do metabolismo celular apés o contato com 0s espécimes

incubados por 24 horas. (GraphPad Prism 5.0)
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Mean

Bonferroni's Multiple Comparison Test | Diff. T Significant? P < 0.05? | Summary | 95% CI of diff

Z100 20" vs Z100 40" 1,517 ]0,3513 |No ns -13.20t0 16.24
Z100 20" vs Z250 20" -5,912 1,369 |No ns -20.63 to 8.807
7100 20" vs Z250 40" -16,57 3,836 |Yes * -31.28 to -1.847
Z100 20" vs Z350XT 20" -12,15 12,814 | No ns -26.87 to 2.567
Z100 20" vs Z350XT 40" -18,47 14,278 | Yes ** -33.19 to -3.756
Z100 20" vs P90 20" -17,78 14,117 | Yes ** -32.50 to -3.060
Z100 20" vs P90 40" -18,55 4,294 |Yes ** -33.26 to -3.828
Z100 20" vs FIB. -16,89 3,912 |Yes * -31.61 t0 -2.175
Z100 40" vs 2250 20" -7,429 1,720 |No ns -22.15t0 7.289
Z100 40" vs 2250 40" -18,08 4,187 |Yes ** -32.80 to -3.364
Z100 40" vs Z350XT 20" -13,67 [3,165 |[No ns -28.39 to 1.050
Z100 40" vs Z350XT 40" -19,99 (4,629 |Yes ** -34.71 to0 -5.273
Z100 40" vs P90 20" -19,30 4,468 |Yes ** -34.01 to -4.577
Z100 40" vs P90 40" -20,06 (4,646 |Yes ** -34.78 to -5.345
Z100 40" vs FIB. -18,41 4,263 |Yes ** -33.13 t0 -3.692
Z250 20" vs 2250 40" -10,65 2,467 |No ns -25.37 to 4.064
Z250 20" vs Z350XT 20" -6,240 1,445 |No ns -20.96 to 8.478
Z250 20" vs Z350XT 40" -12,56 12,909 |No ns -27.28 t0 2.156
Z250 20" vs P90 20" -11,87 2,748 |No ns -26.58 to 2.852
Z250 20" vs P90 40" -12,63 12,925 |No ns -27.3510 2.084
Z250 20" vs FIB. -10,98 2,543 |No ns -25.70 to 3.737
Z250 40" vs Z350XT 20" 4,414 1,022 No ns -10.30t0 19.13
Z250 40" vs Z350XT 40" -1,909 10,4420 |No ns -16.63t0 12.81
Z250 40" vs P90 20" -1,213 10,2808 |No ns -15.93t0 13.51
Z250 40" vs P90 40" -1,980 |0,4586 |No ns -16.70t0 12.74
Z250 40" vs FIB. -0,3279 | 0,07593 | No ns -15.05 to 14.39
Z350XT 20" vs Z350XT 40" -6,323 |1,464 |No ns -21.04 to 8.395
Z350XT 20" vs P90 20" -5,627 1,303 |No ns -20.34 t0 9.091
Z350XT 20" vs P90 40" -6,394 1,481 |No ns -21.11 t0 8.324
Z350XT 20" vs FIB. -4,742 | 1,098 No ns -19.46 t0 9.976
Z350XT 40" vs P90 20" 0,6960 [0,1612 |No ns -14.02t0 15.41
Z350XT 40" vs P90 40" 0,07166 | 0,01659 | No ns -14.79 to 14.65
Z350XT 40" vs FIB. 1,581 [0,3661 |No ns -13.14 t0 16.30
P90 20" vs P90 40" -0,7677 10,1778 |No ns -15.49 to 13.95
P90 20" vs FIB. 0,8849 [0,2049 |No ns -13.83to 15.60
P90 40" vs FIB. 1,653 [0,3827 |No ns -13.07 to 16.37
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APENDICE 4
Quadro 3: Média do grau de conversao (% DC) dos compdsitos fotopolimerizados por 20 e 40
segundos.
Compadsito Tempo pol. DC%

2100 20s 62,9
2100 40s 68,5
2250 20s 60,1
2250 40s 57,2
2350 20s 60,7
2350 40s 59,2
Silorano 20s 81,7
Silorano 40s 87,0




