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RELEVANC1A CLINICA

Materiais biocompativeis devem ser
recomendados para aplicagio em cavidades
profundas ¢ polpas expostas, Assim, o notd-
vel efeito citotdxico de agentes adesivos e
SEUS . companentes, bem como sus acgio
irritante sobre tecido conjuntivo pode limi-
tar a aplicagio desies materiais para deter-
minadas lerapias

RESUMO

O objetivo da presente pesquisa fol ava-
liar a citotoxicidade e a biocompatibilidade
de um adesive dentinario contemporineo.
Para isto, um solugio composta pela mistura
de 5ul do adesivo dentinirio Syntac Sprint
(85 - Vivadent, Schaan, Liechtenstein) com
995ul de meio de colmra foi aplicada em
contato com ¢élulas de linhagem odonto-
blastica (MDPC-23). No grupo controle,
tampao fosfato (PBS) for misturado com o
meio de cultura. Decormdo o periodo de
incubacdo de 120 minutos, o metabolismo
celular foi determinado pela téenica do
"methyltetrzolium® (MTT assay), Na ava-
liaglo in vive, ubos de polietileno preenchi-
dos com 85 (Grupo 1) ou com um cimento
de hdroxide de caleio (Grupo 2, controle -
Dveal, Caulk/Dentsply, Milford, DE, USA)
foram mmplantados no tecido conpuntivo sub-
cutiineo de 15 ratos. Decorridos 7, 30 ¢ 60
dias, biopsias foram realizadas, as quais
foram processadas para avalingdo histologi-
¢ em microscopia de luz. Para as eclulas
cultivadas, o adesive 58 reduziu o metabo-
lismo celular em 98.2% quando comparado
com @ grupo contole (PBS). PMara o metodo-
logia de implantagio, foi observado aos 7
dias para o 85, notavel reagio inflamatoria
com moderada quantidade de macrofagos
adjacente i aberura ubular, associado a for-

magao de amplo cone reacional (712um)
Para o Dyecal, ocormeu reagio inflamatoria
discretn associada a capsula com espessur
médin de 34 mm. Com o decorrer dos perio-
dos, a reagdo inflamatona regrediu, sendo
quie havin reparo total parm o Dyeal no perio-
do de 30 dias. No periodo de 60 dias, poucos
macrofages ¢ celulas gigantes fornm vistos
em contato com o 55 associados a formagio
die espessa capsula fibrosa. Concluiu-se que
o 85 ¢ um material altamente citotoxico
sobre cultura de odontoblastos. Porém,
quando implantado em tecido conjuniivo de
ratos, anto 55 quante Dyeal foram classifi-
cados como biscompativels, de acordo com
a5 normas ¢ recomendagies da ANSIADA,
Todavia, quando 58 liberou particulas paea o
mtertor do tecido conjuntive do animal, este
material manteve seu efeio iritante, ndo

sendo considerado como biocompativel
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INTRODUCAD

Os materials dentirnos ndo sio conside-
ridlos substincing inertes. Atualmente, sube-
s¢ que estes materiais quando aplicados no
corpo, nio 0 promovem dano  tecidual,
como tnmbém podem causar resposta espe-
cifica, local e/ou sistémica, Assim, deve-se
-.'n1|.'1||;!|.'r 05 IMECANISMeS rlL"'ii'l‘H- llU:l]:\ (4.5
materiais interagem com o wmbiente biolo-
gice onde sdo aplicados; das substincias
que eles liberam, a8 propriedades de sun
1'|_|r'll._"r1:|i_'ll_'_ Llik'lll J.ll..' vulras cameltensicns.

Desta manews, para compreender -as
propriedades biologicss de determinados
materiais, algumas Organizagdes, Lus como

a American Seciety  for Testing  and
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Materials (ASTM), American MNational
Standards  Institgte/American  Dental
Assoviation [ANSVADA), International
Standards Organization (130) e oulres, tém
procurado estabelecer critérios para & ava-
liacho dos testes de biocompatibilida-
de!2 Cada eritério apresenta diferentey
tipos de avaliagio, porém sempre Com
temas comums. Dentro dos eritérios propos-
tos, wmn sequéncia de testes fol determina-
ds dividindo-os em niveis: teste "inigial”,
"secundarin”, & teste de "usa”.

Como ja relatado por Hanks et al”
[ 1096), a aplicagiio dos testes de citoloxici-
dade =™ para o desenvolvimento de mate-
rimis odontoligicos, além de ser uma wéenica
de custo relativamente baixo, também reduz
a probabilidade de surpresas quanto de sua
aplicagiio em dentes de animais ou huma-
nos. Sem-testes laboratorials prévios, os bes-
tes posteriores de blocompatibilidade in
vivo poderidm s¢ tornar caros ¢ Consumir
longo periodo de tempo,

DPentre as varadas metodologias indica-
das pela ANSI/ADA com relagio aos lestes
secundfrios para avalisgio do biocompati-
bilidade dos materiais odonteldgices, pode-
se destacar o leste de "implantagio®. Este
feste consisie em posicionar o material em
contato com tecido semmelhante dquele no
qual ele serd aplicado em procedimentos eli-
nicos. Assim, os implantes sio realizados
em tecido conjuntive subcutineo, tecido
muscular ou dsseo de animas.

(O sisternas adesivos comtemporineos
foram desemvolvidos para aderir 4 esmalie,
denting, amilgama, metal ¢ porcelana, Estas
importantes  propriedades adesivas forne-
cem 20§ cirnurgides deniistas a possibilidade
de uplicar estes materiais odonteldgicos em
diversos procedimentos clinicos™. Ainda,
restauraces adesivas apresentam uma série
de vantagens sobre as restauragdes conven-
cionais nio adesivas, tais coma redogio na
microinfiltragio na mterfuce dente restaura-
¢!, A téenica ndesiva fornece ainda o van=
tagem de minimizir 4 sensibilidade pds-
operatirta, reduzir o possibilidade de man-
chamento da mirgem das restauragles ¢ as
proprias recidivas de cdrie™. A tecnica
adesiva pinda reduz o estresse funcional gue
frequentemente ocorre tunto no dente guan-

ta no maderial restaurador, protegendo ¢ for-
talecendo @ estruiura dentiria”. Notdvel
evolugdo na téenica de restauraghes esteti-
cas tem sido obtida com a unilizagio dos sis-
temas adesivos, sendo que restauragies
deterioradas ou Frluradas podem ser repa-
radas com o minimo de perda para o ele-
mento dental.

Atalmente, & téenica de aplicagio de
sistemas adesivos no assoalho de cavidades
profundas ou seu Uso como agente capeador
pulpar direto associados a condicionamento
acido total tem sido amplamente diseutido e
até recomendado por alpuns profissionais,
Todavia, para que um determinado material
possa ser adequadamente recomendado para
aplicagdo clinica, testes laboratoriais, bem
como estudos em animais devem ser previa-
mente realizados ™", Asdim, o objetivo
deste mabalho de pesquisa foi avaliar, de
maneira efetiva, a citotoxicidade e biocom-
patibilidade de uma resina adesiva aplicada
em cubtura de eflulas odontoblastoides ou
implaniada no tecido conjuntive subcutineo
de rutos:

MATERIAL E METODO 1

Clom o objetive de avahiar o efeito cito-
tixico do sisterma adesivo Sintac Sprint (58,
Vivadent, Schaan, Liechtenstein), 24 lami-
nulas circulares de vidro (Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA} com 12 mm de didmetro
foram posicionadas em um prato retangular
de acrilico esterilizado (Costar, Cambridge.
MA), o gual continha 24 compartimentos.
As laminulas de vidro foram mantidas em
aleool & T0% pelo periodo de 6 horas antes
de serem usadas no presente trabalho, sendo
posteriormente lavadas, sob agitaclo cons-
tante (por L3 minutos) com tampio fosfato
(PBS).

Células de linhagem odontoblistica
(MDPC-23) forum cultivadas em nimero de
30000 célulasicm? sobre as 24 laminulas
de vidro posicionadas no fundo dos compar-
timentos, 0 meio de cultura utilizado nesta
pesquisa foi o a-MEM com 10% de FBS,
suplementado com peniciling, estreptomici-
ma ¢ glutaming, O prato scrilico com s
cefulas cultivadas foram mantidos a 370
em incubadora humidificada com 5% de
€05 2 95% dear
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Setenta e duas horas apds iniciar o culti-
vio celular, 995 ul de meio de cultura com-
pleto ¢ 5pl do 88 (Grupo | - 12 espécimes)
ou 5l de PBS (Grupa 2, controle - 12 espe-
cimes} foram aplicados sobre as células cul-
tivadus, onde permaneceram por 120 minu-
tos, Entdo, o neio de-culturs assoctado aos
maleriais experimentais ¢ controles foi
removido ¢ substituido por nove meo de
cultura completo, dentro do qual as células
permaneceram por um tempo adicional de 4
horas. O metabolismo celular for avaliado
através daandlise da atividade mitocondrial
dns ctlulas (MTT assay). Este método de
avaliagio da anvidade metabolica celular
foi tealizado porque estudos prévios
demonstraram que estu léonica & efetiva
para estimar a citotoxicidade dos materiais
empregados em odemtologia®, Detalhada
metodologia de avaliagio utilizando a téoni-
ca de MTT foi descrita por Wataha et al.™
(1992), A morfologia das eélulas MDPC-23
foi avalinda {2 espécimes representativos de
cada grupo) através de microscopia eletroni-
ca de varredura (MEV) apis fixagio dos
espécimes por 24 horas em 2.5% de gluta-
raldeido em tampio de Sorensen, pos-fixs-
i por | hora em tetrdsado de Gsmio e pro-
cessamento para ponto cntico,

MATERIAL E MET0D0 2.

Foram utilizados 15 rmios (Rattus
Norvergicus, Holtzman), machos, adultos,
pesande em média 250 gramas, os guais
foram anestesiados com hidrato de cloral a
1 0% por vin intraperitoneal (b4 mi de anes-
tésico para cada 100 grs de peso do animal)
e logo colocados em mesa operntoria, Apas
tricotomia da regifio dorsal media, foi reali-
zado a antissepsia do COmMpo operatorio com
alpodiio esténl embebido em dleool indado
e dleool éer. Apos incisdo central, cquidis-
ante da msergiio da cauda @ cabeca. foi rea-
lizada a divulsio lateral com auxilio de uma
tesours de ponta romba, confeccionando
assim duas lojas cirlnmcas, uma 8 cada lado
da incisio, para a scomodagio dos implan-
tes. Tubos de polietleno medindo 10 mm de
comprimento ¢ 1,5 mm de difimetro inlemo,
tivernm uma de suas extremidades fechadas
 quente, sendo entio mantidos em solugio
de formaldeido o 2% pelo periodo de 12
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horas. Os twbos de polietifeno foram preen-
chidos com @ resing adesiva Syntac Sprint
(58, Grupe | - Vivadent, Schaan,
Liechtenstein), a qual foi foopolimenzada
(Curing Light XL 1000, 3M Co., St. Paul,
MN, USA) conforme especificagho do
fabricante ¢ mmplantados na loja cinirgica
prepirada no lado esquerdo do dorso dos
anitmais, A fonte de luz foi checadn imedia-
tamente antes da preparagio de cada espéci-
me pora posterior implante, otravés da urili-
zagdio de um rodidmetro | Demetron
Research Corpontion, Division of Kerr
Corporation, Danbury, CT, USA), A intensi-
dade de lue nio er infenor a 400 mWiem'
No grupo controle, os tubos foram preenchi-
dos com o cimento de hidroxido de cileio
{Dyeal, Grupo 2 - Caulk/Dentsply, Milford,
DE, USA) manipulado de acordo com a
recomendagio do fbrcante, sendo inyplan-
wdos o |ojas cirirgiens preparadas no lado
direiee do dorso dos animas, As bordas das
foridas forim aproximaedas o suturadag com
fis de seda montade no 4.0.

Apos os periodos de 7, 30 e 60 dias, oz
animiais [oram- sacrificados, e as hidpsios
crmungeamenty obtidas, 6s quals permanece-
rum em formaling tamponada a 10%% por 72
horns, entio processados e incluidas em
parufing. Cortes semi-serindos com Gjum de
espessury [oram obtidos e corados com
hemutoxiling/eostng para andlise histopato-
lvgica em microscopia deluz (Card Zeiss
62774, Oberkachen, Weat Germany ).

(s resultados foram descritos atrayés de
avalingio subjetiva cepu. Os éventos histo-
patologicos avalisdes formm: resposta mfla-
martdria, espessura 1 dpsula fibrosa adja-
cente gos mnferias iy lamados; @ presenga
de moorafagosicelulns piganies, @l coma
deserito por Costa el al.’ (1996) . A respos-
tw inflamatorin fou classificadn em (1)
aupente, (2) discreta, (3) moderada, ¢ (4)
I 25, [jl.f' acordo com o nimmero de E‘E[?Llli]h.
nflamalonns proximnsg oS MAterais expe-
rimentnis e controde. Parm sk, cmeo dreas
forum determinadas a0 redor da aberturs
tuhuler, regido principal de pnilise, e o
mimere de células no local foi contado
como deseriio por Morse of al.” (1981), A
eapegsura da capsuln fibrosa foi medida para
cada espéoime, com o auxilio de um micros-
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copio de  luz DIASTAR (Cambridge
Instruments, Buffalo, NY, TJSA) com objeti-
va para aumento de 25/0.4, uma cimera de
video DXC - 107A/107TAP {Sony Eletronics
Ins., Japan) adaptads po microscopio, um
microcomputador 486 DX - 66 Mhz ¢ um
software analisador de imagens (Mocha
landel Scientific, San Rafael, C A, USAY
Uma capsula fibrosa com espessurn mferior
a 150 pm foi classificada como (1) delgadn,
engquanto uma cdpsula com espessura supe-
rior & U530 pm foi classificads como (2)
espessi, Presenga de macrdfagos/células
gigantes foi relatada como (1) ausente, (2)
discreta, e (3) moderadn, de acordo com o
numern destas células presentes proximo
pos maolerials em fleste. A avaliacio do
nimere celular foi realizada como deserito
anterionmente para o evento resposta mila-
mstoria:

Oz materiais expenmentais formm con-
siderados biccompativeis guando a intensi-
dade da reaciio tecidual decresceu com o
decorrer dos perfodos. Assim, para ser con-
siderado  biocompativel, um determinado
matensl em teste deveria permitir, aos 60
dins, formugho de delgadn cipsula fibrosa
ao redor do wbo de polietileno, bem como
haver auséncia de reacdo miflamatdna efon
macrofagos celulay mpantes. O materia)l fol
considerndo niio biocompativel quando umao
persislente  resposiy mflamatdérin pcorren,
associada a nio formmaghio de cdpsuln fibrosa
mesmo no pedodo experimental mais Jongo
(60 dias), corscterizandy retardo gu mesmo
ausénels de reparagdlo fecidual local.

Para o metodolomia de caltun de eélu-
las, i resinn adesivi Syntac Sprnt reduziu o
metsholismo celular em 98,2% quando
‘\.'ln'l'lnr.lﬂrﬂdl." CONN O @TUTHE I_‘I_'Il']Tr'l_'\11: 'Nh't l-:li‘h!'ln
experimental 55 o nomero de células aden-
das 4 lmina de vidro fn significontemente
redieidn. Estas célulis em contato com o
mitenial resinoso spresentavam rupiura da
membrang  ciloplnsmatics, carscterizando
eelulias em processo de morte. Em algumas
situagies, estus oélulas apresentavam lon-
205 processos citoplasmaticos, os qus
pareciam manter estos células aderidns ao

‘substrato de cultura (Figura 1) Pam o
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grupo controle {PBS) as células recabriam
toda limina de vidro, sendo que o metabo-
limo celular era pormal com as células
apresentando organizagio em nodulos com
finos processos citoplasmitices aderindo-
#5 a0 substrato de cultura (Figur 2,

Fignara [« Metodologta |, Grigpma 1A sk

tar o Sl dle 55 oo 99500 o mdnn de el
cisha v gt reciplenne, omde ool gl il
MOC-23 vtarvam clitvmday sabey fimis redondis
de e, posdelomndie emoven sl Nave g

il aren el

ATy ..r|..r-. .'r"l'r.ll'..n T
Eimave ientery edinkn povdion ¢ Teri
il [IETE TS ERARGITIT & e o it fovmra e

i I B e

o hign @ fima peeligamaeinion  ioplenads

MEY, ¢ 530

Flgmied 2« Motiafodomin | G 7 - com
dle st by oyl guie yecelsium in
atalelydn comynity por Sl de PAY em VOS] de meis oy
crtrard piermaniecen gderidne @ Sl de Wit pheicin
ryatlii vty oo di ek pidetico, WEL @ 300

Para o metodologia de implintagio do
maferiol resincso em tecido confuntivo sub-
cutiinen, foi possivel observar aos 7 dins
purg o Grupo | (Svmtac Sprimt), reagio
mflamatiria ntensa com miiltrmdo inflama-
10D misto associands a imiensa F'lll..'lllr(."l':.]\: &
fibro-angioblistica. Conséguentémen-le, o
capsula reacional apresentaviese espessa
com intensa quantidade de macrofagos,
sendo que sun espessura médin ern de
T 2pm (Figura 3). Nio foi observado pre-
senga de célules giganies. No periodo de 30
dias, Foi possivel observar que pari Irés
espécimes, a reacio inflamatdria moderadn

desencadeon formacio de CHPEESI "'“'E“'ll-'
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reacional, o qual era composta por infiltr-
do de células mononuclearss, nuinerosos
vitsos shngiiinens congestos ¢ orzanizagio
de fbris de coligeno e fibroblastos. Por
outro lado, em dois espéoimes houve
regressiio do guadro mflamatorioe, senda
que o ¢hpsuls fibrosa e delgada com pou-
cas célulos ¢ muitas fibras de coligeno o
fibroblastos organizados. Moderads quanti-
dade de macrdfagos associado & poucas
células gigantes mullinucleadas foi obser-
vado adjacente ao materl experimental,
Nog dois espécimes onde havia presenga de
delgada cipsuln fibrosa, apenas discreta
quantidade de macrdfagos foi observado
{Figura 4), A espessura media das capsulas
foi de 311mm. No dliime periodo de ava-
liagio (60 dias), foi possivel determinar
que, apesar da regressiio da reacio mflamy-
toria tecidual, o adesivo dentindrio Syntac
Sprint ainda permangcey come frritante io
tecido conjuntive. Em- dois espécimes &
reagio- milamatdrie se manteve moderada;
sendo discretn nos outros tés casos. Esta
persisiéncia do quadro inflamatdrio contri-
buiu definitivamente para a formacio, em
dois espécimes, de espessa capsula reacio-
nal junto & abertura tubular Nestes dois
eapécimes for observado extravasamento
de material resmoso pars o interior do lec-
do conjuntive do animal, o gue resullou na
presenca de numerosas células gigantes
multinuclendas (Figura §), Nos demais
espécimes, a delgada capsula reacional exi-
bia niio significante/discreta quantidade de
macrdfagos ¢ presenga de raras células
pigantes. A espessura média das chpsulas
formadas adjacente a0 material resinoso foi
de 199um.

Pura o Grupo 2 (controle, hidroxido de
calcio - Dycal) ol observado aos 7 dias,
reagiao mflamatoria moderada em guatro
esploimes, sendo discreta em apenas am.
Esie quadro inflamatério, onde havia infil-
trado inflamatdrio misto associado a proli-
feragio fibro-ungioblastica, edema ¢ dreas
de degradagio de eoldgeno, foi responsa-
vel pela formagdo de espessa capsula rea-
cional junto a abertura tabular, A espessi-
ri média das chpsulag foi de 34lum.
Porém, discrets quantidade de macrdfagos

eslava presente na drea reactonal, sem gue

eélulas gigantes pudessem ser observadas
(Figura 6). No periode intermedifrio de
avaliagio (30 dias), os cortes histoldgicos
revelaram ocorréneia de notivel regressao
no quadro inflamatorio, Enguante em um
espécimes @ reagdo inflamatoria adjacente
o material ers nio significante, em outros
quatro casos foi observado disereta guan-
tidade de células inflamatorias de predo-
minio mononuclear (Figura 7). Ainda, em
quatro espécimes o cdpsula reacional for-
mada junto & abertura tubular cra delgada,
sendo determinada como espessa em ape-
pas um caso (espessurn do cdpsuln era
|T8um), Apesar da auséncia de celulas
gigantes, discreta presenga de macrofgos
foi observada em dois espécimes, A
espessura média das capsulas foi de
129gim, Um eventa histoldgico observado
em dois dos einco espécimes avaliados foi
o discrern deslocamento de parte do mate-
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rial implantado do imterior do wbo para o
tecido adjacente, permanecendn no inte-
rior da delgadn capsula fibrosa, No perio-
do de 60 dias foi observado formagio de
delgady chpsula fibrosa junto & abertura
tubular, o gqual upresentava-se composia
apenas por densa deposigao de fibras de
coldgeno com fibroblastos de permeio. A
espessurn média das capsulas formudas
Jumnto & aberturs tubular era'de 34um. Esta
chpsula continug eom dguels formads na
superficie lateral do tubo, ndo extbi
material experimentzl no seu mterior e
nem presenca de muerdfagos ou células
gigantes no local, Este quadro histoldgico
foi comum para o8 cineo espécimes ava-
lacdos (Figura 8),

A descrigiio do resultado, determinado
atraves da graduacio dos eventos histold-
gicos obsérvados de acordo eom sus
imtensidade esta disposta na Tabela 1.

Tabela | - Excores da veacdo do tecido conjuntive de acordo com o matgrial experimental ¢
controle, periodos experimentais ¢ evenioy histologicos avaliados,

Materiais 55 Dyeal S5 Drveal 55 Dryeal
Perindo Tdias | Tdias | 3 dias | 30 dias | o0 dias | 60 dias
Reacio 1 2 Gl G2 1 G2
Inflamatiria

Mo significante L 0 ] 1 1] 5
Discreta 0 | 2 4 3 0
Moderada 0 4 3 0 2 ¥
Intensa o ] (] 0 0 0
Ciipsula Gl G2 Gl G2 Gl G2
Fibrosa

Delgada i 4] 2 4 3 a
Espessa 5 5 A 1 2 i
Macrifagos/células Gl G2 Gl G2 Gl G2
gloantes

Nio significante 0 0 ] 3 2 5
Disereta 4] 3 2 2 3 0
Muoderda 5 0 3 0 ] 1]

Fipurg 3 = Metodnlopin 2, Grupes | - Jdias. Obsdrve o
crmipin v ol wverCdo o agiecente o aberird
fradifear Nustdrosos sy Segiineay Somineaan e mek
a phulay mflmmetora de foulsda sl cardcterizem a
e el reocromal SE T 25T

Ji s, Moapve

Metsdolopie 2 Grgpo !

Figuru
nohvel regressild rur eagde - fffamucirin adjacente an
maierial experimental, Nowe e a eopssda eaciomal 8
dedigreda v fileownd Todovic, macmdbgos ¢ am odfular
Ehapmien o vt v focal, f0E 12 85x
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Figra 5 - Metodologia 2, :':'rj‘oo o=t b, Mesite! e
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b r'ﬁ i e ORI P e Qe o ahorin
e twinelar € feavidn conyintive suiyecsnie exibe aradivreie
Ao iaofcupicaes oo ovmaliclade. FVE, 125

DISCUSSAD

Jit estd bem estabelecido que os testes
de eitotexicidade e Mocompatibilidade dos
mateniais dentinos devem seguir profoco-
lios de pesquisa prevismente recomendados
¢ deseritos por diversas Organizaghes e
Federagoes Internacionais, Dentro  deste
conlexto, foi  sugerido, através do
Documento da ADAJANSLY (19582}, que
nos testes "iniginis” estio incluidos: os
modelos parn citotoxicidade in virro, lise
da membrana de células sanguineas, miuta-
pénese e carcinogénese u nivel celular,

Baseado nos resultados dos testes “ini-
clals”, os materiais 550 submetidos a um ou
mars testes “secundinos” em pequenos
amirmals (in vive), parn avalisr ses poten-
cial inflamatdrio e/ou imunogénico, Estes
testes "secundinos” sio: de wmingio dér-
mica, implante subcutines ou osseo, ¢ les-
tes de hipersensibilidade. Finalmente, os
matenas que passaram pelos testes "mm-
cinis" e "secundarios”, sio submetidos aos
testes de "use! (fn wiva), nos quais eles
serfio avalindos dentro de seu objetivo de
aplicagdo ¢linica, primeiro em grandes ani-
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mais (principalmente primatas) ¢ posterior-
mente em humanos (apds aprovagio da
Food and Drug Administraction)’. Esia
sequéncia de festes de biocompatibilidade
dos materiais odontoldgicos tem sido
antplamente reconhecida pelos fabricantes
¢ pesquisadores como importante na redu-
gio de tempo ¢ custos para o desenvolvi-
mento de ym material no campo dos mate-
rinis dentirios € em outras dreas duo biotec-
nologia

Um dos principais testes inicinis (in
vitrr) sdo squeles onde 08 materiais sio
aplicados em contato com célulus caltiva-
das em laboratorio. Cada componente do
material que se quer avaliar pode ou nio
ser isolado ¢ aplicado sobre as eelulas,
sendo possivel assim, determinar 3 citoto-
xicidade do material experimental ou
demonstrar qual componente do material @
0 mais 1oxico e qual concentragio dele
serig ou nio agressiva s celulos. Nesta
metodologia de pesquisa, pode-se avalior o
muorfelogia celular, alteracdes na sintese de
proteings, respiragio mitocondrial (MTT
ussav), quantidade totl de proweinas e

outres atividades metobolicas e/ou enzima-
ticas das células. Estes testes sio relativa-
menie baratos, rdpidos ¢ adequadamente
padronizados"*, Na presente pesquisa,
procurcu-se seguir as recomendagdes de
protocolos jd descritpis na literalura para
determinar o citotoxicidade do agente ade-
sivo Syntac Sprint. O material foi avaliado
oM sui composigao natural, sem que scus
componenies fossem isolados para estudo,
O obgetivo deste procedimento foi determi-
nar & agiio toxica imediata do material apli-
cado diretamente sobre células, como pode
vcomrer quando este miterial adesivo & uti-
lizado como agente capeador. Dentro deste
cottento, foi possivel observar que o 55
rediziu o metabolismeo celular en 98,2% ¢
causou dramdtics alleragio morfologica
nas células vdontoblastdides on mesmo sun
muorte. O efeito citotéxico de sistemas ade-
sivos completos ou mesmo de seus compo-
nentes isolados fol deserito anteriormente
em diversos trabalhos de pesquisa, onde se
utilizou cultura de células™"7"" ", Costa et
al.” (1999) sugeriram que ndo somente 08
componentes resinosos destes materiais,
mas também sew pH sdo fatores importan-
les gue delerminam a intensa citotoxicida-
de destes agentes adesivos. Na presente
pesquisa. o pH do 8§35 (0.22) pode ter sido
um fator determinanie np efeito citopdtico
do muaterial sobre as célulns odontoblasii-
des: Apesar de saber que resultados de pes-
quisas desenvolvidas m vitro ou mesmo em
animuis ndo devem ser de imedinto extra-
polados para situagies clinicas, podemos
especular que o 85 aplicedo em sun forma
liguida (nfio polimeriznda) sobre polpas
expostas pioderia resultar em sério dane
imediato wo tecido pulpar, causando morte
de muitas células no local, Talvez, com o
passar do tempo este efedio Wxico possa
ser compensado pela capacidade de repara-
gio tecidual. Assim, com ¢ objetive de
avaliar, de maneirn preliminar, a capacida-
de de reparagiio de um tecido conjuntivo
especifico em contato com o 85, fol pro-
posto neste mesmao teabalho de pesquisa,
implantar este material resinose no tecido
comuntive subcutaneo de ratos como wma
metedologia complementar {lesie secundi-
o),
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Dentre as variadas metodologius indi-
cadus pela ANSUADA com relagio aos
{estes secundanos para avaliagho da bio-
compatibilidade dos materinis odontologr-
cos, pode-s¢ destacar o teste de "implanta-
gio", Este teste consiste em posicionar o
matenial em contato com tecido semelhan-
te aquele no qual ele serd aplicado em pro-
cedimentos clinicos. Assim, os implanies
sl realizados em tecido conjuntivo sub-
cutinen, tecido muscular ou Gsseo de ani-
mais, Normalmente, os materiais avalia-
dios nesta metodologia de pesquisa sdo
pqueles que entrardo em contalo Com tect-
do pulpar, periapical. periodontal ou osseo
durante o tratamento odonloldgico. Apos
determinados perindos de tempo, bidpsias
sio realizadas na drea do implante, sendo
gue, apos processamento laboratorial, os
resultados sdo descritos por metodos his-
tologicos comuns. histoguimseos, mmuno-
histoquimicos ou por outras lEcnicas espe-
cificus. Nesta metodologia de pesquisa, €
recomendada a utilizagio de grupos con-
trode, sendo que quando os malerinis em
teste sio de uso endoddntico ou estio indi-
cados para entrar em contato com denting
elou polpa, ¢les podem seér implantados
em tecido conjuntive subcutineo dos ani-
mais através do use de whos de polietile-
no ou de dentina. Pade-se também prepa-
rar corpos de prova do proprio material,
pudronizados quanto spas dimensoes,
Asgim, 08 testes "secundirios” sio desen-
volvidos com a finalidade de avaliar as
possivers reagles inflamatdria ¢/ou imune
provocadas pelos materiais odoniologicos
¢ determinar a intensidade, periodo e
extensio do quadro reacional. Neste nivel
de pesquisa, podem ser usados ratos,
camundongos, hamsters ou coclhos’,
Assim, bascado na recomendagio deste
feste secunddrio, a resing adesiva S5 foi
implantada em lojas cirdrgicas preparadas
no tecido conjuntivo subcutineo de ratos.
Como grupo controle, o cimento de hidro-
sido de caleio (Dyeal) foi utilizado, como
descrito em pesguisa anterior. Os corte
histologicos destes implantes revelaram
que o S5 desencadeou notivel reagio
inflamatdria mieial (7 dias) com presenga
de magrdfagos, o que originou formacio

de amplo cone reacional. Com o decorrer
dos perfodos, esta reagio inflamatoria
regrediu. Porem, presenga de macrofagos
¢ também células gigantes foi observado
no Gltimo periodo de avaliagio (60 dias). o
gue foi responsivel pela manotencdo de
capsula reacional mais espessa do que
dquela observada para o Dyeal, o qual ji
havia permutido notével reparagio tecidual
no periodo intermedidrio de 30 dias. Fm
pesquisas recentes™ ol demonstrado que
materiais resinosos implantados em tecido
conjuntivo de ratos permanecem em con-
tato com este tecido conjuntive, sem que
ocorra adequada fagocitose e digestdo,
Este fato foi caracterizado pela presenca
de persistente reagdo inflamatdria mono-
nuclear, a qual for mediada por macrofa-
pos € ctlulns pipantes. Estas células per-
maneciam em torno de glibulos e residuos
de material resinoso disperso em meio ao
tecido conjuntive. Isto fol confirmado por
outra pesquiza, onde "2-hydroxyethylme-
thacrilate™ (HEMA) foi implantade, atr-
vés da utilizagdo de esponjas reabsorvi-
vels'. Num trabalho de pesquisa recente,
foi sugerido que a manutengdo de mond-
merps residumis inibidos pelo oxigénio
presentes na superlicie dos sistemas adesi-
vis pode ser responsdve] pela reagdo infla-
matdria inicial, desde que estes mondme-
ros na forma de fons hidroxila podem agir
como radicais livres levando 2 danos 4
membrana das ¢élulas on mesmo causando
sua morte’. Todavia, discretd, porem per-
sistente reacio inflamatoria mediada por
macrolagos e células gigantes pode veor-
rer devido a continua liberagio de compo-
nenies resinosos em meio ao tecido con-
juntivae do animal™, Segundo Geurtsen”
{1998), hi dois mecanismos pelos quais
muferiais polimerizados podem se salubi-
lizar: 1) mondmeros ndo convertidos ¢/ou
aditivos do material sido liberados por sol-
venles; & 2) componentes soliyvers sio
liberados por degradagho ou erosio com o
decorrer do tempo. Assim, podemos espe-
cular que materiais:adesivos, tal como o
55 podem permitir liberagio de seus com-
ponentes, os guais interferem definitiva-
mente com o mecanismo de reparagio

tecidunl. Se semelhante processo reacional
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persistente ocorrer no tecido pulpar capea-
do com sistemas adesivos. cerfamente o8
componentes resinosos dispersos poderdo
interferir negativamente na reparagio pul-
par ¢ formagido de ponte de dentma,
Todavia, pesguisas in vivo com uso do 58
como agente capeador de polpas (ieste de
aplicagio clinica) devem ser realizados
para comprovar estas especulagdes.

Haseado nos resultados observiddos na
presente pesquisa, foi possivel concluir
gue o agente sdesive Syntsc Sprint fol
altamente ¢itotoxico parn células imortali-
zadas e linhsgem odontoblastica
(MDPC-23), cultivads em laboratdrio.
Ainda, este material resinoso polimerisado
foi mais irritante para o ecido conjuntivo
do que o cimento de hidrdkido de caleio
(Dyeal), Porém, de acordo com as propos-
tas de classificagdo de hiocompatibalidade
de materiais dentarios ¢ de acordo com o
metodologia aplicada e condigdes expen-
mentais, o adesivo dentindrio 85 foi consi-
bigcompativel.
Apenas nas situagies onde componentes
do S8 se dispersaram para o interior do
tecido conjuntivo desencadeando uma per-
sistente reacio inflomsiona, este agente
adesivo ndo foi considerado biocompati-
vel.

derade um  material
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The aim of thiy irvestigation was fa
evadieie the cylotoxic effecty and hiocom-
patibifity of @ cawrvent bonding agent lsing
rwe diffevent research protocoly, In the in
vitro grudy, the immortalized odontoblast
cell  line (MDPC-23)  was  ploted
(30, 000cellien’ hin 24 wally and allowed to
grow for 72 howrs at 370C in o humidifed
incubatar with 3% CO 5 and 95% air In 12
wells, W95ul of frexch complete medim plus
Sul of the bonding agenmt Sywlac Sprint
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(Group | - 88
Licchtenstein) were applied on the culture
cefls for 120 min. {n coptrol group, Sul of
phasphate buffer (PBS) was added io the
culture medium, This solution was applied
in 12 wells with cuftured cells in the hot-

Fivadent, Schaan,

tom. Cell morphofogy was evalvated under
SEM and the MTT assay was performed
for mitochondrial respivation (eell meta-
bolismi, The honding agent 58 decreased
the cell merabolism by 98.2%. The celly
exhibited rounded xhape or seemed to bein
process of eell death, with disruption af the
plasma membrane and persistent long cel-
lular processes. In the in vivo study 30 pol-
veihvlene twbes were fitled with the bon-
ding agent 58 (Group | - 20 tubes) or cal-
cium hydroxide cement (Dveal, Group
eontrol - Caulk/Dentsply, Miltdford, DE,
USA). The tubes were implanied into con-
nective fissue of rars. which were killed
after 7, 30, and 60 days. The implant sites
were excised, fmmersed in [0% b!!_m_'.l"ﬁd
farmalin and processed using routing fiis-
tedogrical technigues. Sections of fium
thickness were stained with H & E and
assessed under light microscopy. Ai 7
days, 88 triggered a remarkable inflamma-
tary reaction with macrophages giving rise
to-a thick capsule formation at the fube
opening. The connective reaction decrea-
sed with time,  Connective healing dceur-

red at 6 days in spite of the presence of

macrophages and giant cells adjacent o
the experimental material. Dyveal allowed
complete healing at 30 days with a thin
fibrous capsule formation. Based upon the
vesulis observed (n ‘he present investiga-
tion it can be coneluded that 88 prexénts
hiwh cytotoxic effects on the MDOPC-23
cells. Accarding fo he ANSKHADA recom-
mendation, 85 and Oveal ave both biocam-
patible with the connective tissue of raty,
However, 85 is mot considered as a bio-
compatible material when i releases resin
particulates into the connective tissue af
rats, In this specific sitwation, S8 i more
irritant than Dveal.

Inflammation; cell culture; dentin bon-
ding agents.
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