Robrac, 17 (43) 2008 ISSN 1981 - 3708

EFEITO CITOTOXICO DE UM NOVO CIMENTO DE IONOMERO DE VIDRO MODIFICADO POR
RESINA APLICADO SOBRE CELULAS ODONTOBLASTOIDES.

CYTOTOXIC EFFECTS OF A CURRENT RESIN-MODIFIED GLASS-IONOMER CEMENT APPLIED ON
ODONTOBLAST-LIKE CELLS.

Fernanda Campos Rosetti LESSA' ,Castelo Pedro Vemba CIDADE 2, Indri NOGUEIRA 3, Josimeri
HEBLING ¢, Carlos Alberto de SOUZA COSTA ¢

1- Aluna de doutorado do curso de pés-graduagdo em Ciéncias Odontoldigicas — area Odontopediatria do
Departamento de Clinica Infantil da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP

2- Aluno de graduacgéao da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP e Estagiario do Departamento
de Fisiologia e Patologia.

3- Aluna de mestrado do curso de pés-graduagéo em Ciéncias Odontoloigicas — area Odontopediatria do
Departamento de Clinica Infantil da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP

4- Prof@. Livre-docente da disciplina de Odontopediatria do Departamento de Clinica Infantil da Faculdade de
Odontologia de Araraquara - UNESP

5- Prof. Livre-docente da disciplina de Patologia do Departamento de Fisiologia e Patologia da Faculdade de
Odontologia de Araraquara - UNESP

Autor correspondente: Prof. Dr. Carlos Alberto de Souza Costa - Departamento de Fisiologia e Patologia
Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP

R: Humaita, 1680 — Centro. CEP: 14801-903, Araraquara - SP

Tel: + 55 (16) 3301 — 6477 / FAX: (16) 3301-6488 / E-mail: casouzac@foar.unesp.br

RELEVANCIA CLINICA

Apesar da notavel evolugao da odontologia, alguns materiais dentarios, tais como os agentes for-
radores de cavidades, continuam com as mesmas caracteristicas desde ha algumas décadas. Atualmente,
um novo agente forrador foi desenvolvido, o qual foi acondicionado em clicker com os objetivos de prevenir
possiveis erros de dosagem e facilitar a manipulagéo, reduzindo assim o tempo gasto nos procedimentos
clinicos. Porém, para que um determinado material possa ser utilizado como forrador cavitario, este deve
apresentar algumas propriedades especificas, entre elas um limitado efeito toxico para as células pulpares.

REsumo

O objetivo deste estudo foi comparar os efeitos citotdoxicos do cimento de ionémero de vidro modi-
ficado por resina VitrebondTM e da sua nova formulagao VitrebondTM Plus quando aplicados em contato
com células de linhagem odontoblastica MDPC-23. Vinte e quatro corpos de prova padronizados foram con-
feccionados com cada um dos materiais experimentais, os quais foram imersos em meio de cultura a-MEM
e incubados pelos periodos de 24 horas (Grupo 1 — VitrebondTM e Grupo 3 — VitrebondTM Plus) ou 7 dias
(Grupo 2 - VitrebondTM e Grupo 4 — VitrebondTM Plus) para a obtencao dos respectivos extratos. Para os
grupos controle 5 e 6, foi utilizado o meio de cultura a-MEM puro nos periodos de 24 horas ou 7 dias, res-
pectivamente. Células MDPC-23 foram cultivadas (30.000 células/cm2) por 48 horas em placas de acrilico
de 24 compartimentos, sendo que os extratos obtidos e a solugao controle foram aplicados sobre elas por
um periodo adicional de 24 horas. O metabolismo das células colocadas em contato com os extratos foi
analisada através do teste de MTT, e a morfologia celular foi avaliada em MEV. Os dados numéricos obtidos
pelo teste de MTT foram submetidos ao teste de Mann-Whitney. Para os Grupos 1, 2, 3, e 4, ocorreu redugao
percentual de 75,6%; 75%; 54,5%; e 73,6% no metabolismo celular, respectivamente. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os Grupos 1 e 2 (p>0,05). O grupo 3 revelou ser estatisticamente menos
citotoxico do que o grupo 4 (p<0,05). Foi possivel concluir que cimento VitrebondTM Plus apresentou redu-
zido efeito citotdxico inicial para as células em cultura quando comparado ao seu antecessor (VitrebondTM).
Todavia, a dissolucéo tardia deste produto resultou em intenso efeito citopatico para as células pulpares, tal
como demonstrado para o VitrebondTM em ambos periodos de analise.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the cytotoxic effects of the resin-modified glass-ionomer lining
cement VitrebondTM and its new formulation VitrebondTM Plus when applied to an immortalized odonto-
blast-cell line MDPC-23. Twenty four standardized round-shaped samples were prepared with both dental
materials. After light curing, the samples were immersed in culture medium (a-MEM) and incubated for 24
hours (Group 1: VitrebondTM and Group 3: VitrebondTM Plus) or 7 days (Group 2: VitrebondTM and Group
4: VitrebondTM Plus). Complete a-MEM was used as Control Groups 5 (24 hours) and 6 (7 days). The ex-
tracts obtained from both materials and the a-MEM were incubated for 24 hours in contact to the cultured
MDPC-23 cells. The cell metabolic activity was evaluated by the MTT assay. Cell morphology was assessed
by scanning electron microscopy (SEM). The data obtained from the MTT assay were submitted to the sta-
tistical analysis of Mann-Whitney. In Groups 1, 2, 3, and 4 the cell metabolism decreased by 75.6%, 75%,
54.5% and 73.6%, respectively. No statistical difference was observed between groups 1 and 2 (p>0,05).
Group 3 was statistically less cytotoxic than Group 4 (p<0,05). It was concluded that VitrebondTM Plus pre-
sents lower cytotoxic effects at short-time evaluation when compared to VitrebondTM. However, the degra-
dation of VitrebondTM Plus with time caused intense toxic effects to the cultured MDPC-23 cells as observed

for VitrebondTM in both periods of assessment.

Keywords: odontoblasts, cytotoxicity, glass ionomer cements

INTRODUGAO

Os testes de biocompatibilidade, efeitos
carcinogénicos e mutagénicos de materiais odon-
tolégicos s&o de extrema importancia, uma vez
que na odontologia diferentes tipos de materiais
utilizados para variados procedimentos operatérios
podem entrar em contato com células da mucosa
oral, gengiva marginal e/ou do complexo dentino-
pulpar. Diversos estudos também tém chamado a
atencao para a relevancia de se verificar o grau de
citotoxicidade dos materiais odontoldgicos, consi-
derando este um passo importante antes de sua
aplicacao clinica na cavidade bucal.'3

A American Dental Association (ADA) e
American National Standars Institute (ANSI), em
acordo com a IS0O-10993, tém recomendado uma
série de testes, 0s quais compreendem desde en-
saios de citotoxicidade desenvolvidos em cultura
de células, passando por testes em animais labo-
ratoriais, até aqueles testes que sao realizados em
seres humanos.*

Dentre os variados materiais odontolégicos
utilizados atualmente, os cimentos de iondmero
de vidro tém despertado um grande interesse por
parte de muitos pesquisadores.5>’ Este material,
introduzido por Wilson e Kent® no ano de 1971, é
basicamente composto por uma combinagao de vi-
dro fluoralumino silicato, polimero acidico e agua
ou solugcdo de acido tartarico.® As propriedades
associadas a esta classe de biomateriais incluem
a adesdo a estrutura dental, biocompatibilidade e
uma minima liberagdo de calor durante a sua
manipulagao.°

Esta primeira categoria de cimentos de ion6-
mero de vidro introduzidos na odontologia recebeu
0 nome de cimentos ionoméricos convencionais
(CIVs). Todavia, os CIVs tém passado algumas al-
teracbes na sua composicao o que, de fato, acarre-
tou em melhoria de algumas de suas propriedades
fisicas e mecénicas. A inclusdo de mondmeros hi-
droéfilos e iniciadores de polimerizagcao criaram os
cimentos de ionédmero de vidro modificados por re-
sina (CIVMRs)." Esta nova geragédo de cimentos
ionoméricos permite com que o material tenha seu
tempo de trabalho aumentado, além de uma me-
Ihor resisténcia a perda ou ao ganho de agua em
sua estrutura.”'2 Além disso, este novo tipo de ma-
terial associou a adesé&o aos tecidos duros e libera-
¢ao de fluor dos cimentos oriundos de uma reagao
acido/base com boas propriedades mecanicas das
resinas compostas modernas.

Um dos objetivos principais quando do de-
senvolvimento de novos materiais dentarios € o
de facilitar o procedimento clinico para o profissio-
nal da area, bem como melhorar as propriedades
destes novos materiais a serem empregados em
procedimentos clinicos especificos. Dessa forma,
esta sendo colocado no mercado odontolégico um
novo CIVMR denominado de Vitrebond™ Plus (3M/
ESPE, Sta Paul, MN, USA). De acordo com o fa-
bricante, este material, além de apresentar maior
facilidade de manipulagdo quando comparado ao
Vitrebond™ comum, o qual esta presente no
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mercado odontolégico ha quase duas décadas,
também apresenta propriedades mecanicas e bio-
I6gicas superiores. Realmente, o acondicionamen-
to do novo material na forma de pastas em uma se-
ringa do tipo clicker, permite que quantidades iguais
das pastas sejam manipuladas, evitando possiveis
erros de proporgcao po-/liquido, como ocorria para
o Vitrebond™.

Desta maneira, pode-se sugerir que meno-
res chances de erro na manipulacéo do Vitrebon-
d™ Plus poderia resultar num cimento de melhor
qualidade. Porém, ndo se sabe, até o momento,
se este novo CIVMR apresenta menor efeito toxico
para células pulpares quando comparado ao Vitre-
bond comum. Assim, o objetivo do presente traba-
Iho de pesquisa foi avaliar a potencial citotéxico de
um novo cimento de iondmero de vidro modificado
por resina (Vitrebond™ Plus) comparando os resul-
tados com o seu antecessor (Vitrebond™).

MaTteriAls E METODOS

Cultivo das células MDPC-23

Células imortalizadas de linhagem odon-
toblastica MDPC-23 foram cultivadas em garrafas
plasticas de 75 cm? (Costar Corp., Cambridge, MA,
USA) em meio de cultura a-MEM(Minimum essen

ISSN 1981 - 3708

tial medium eagle alpha modification, SIGMA Che-
mical Co., St. Louis, MO, USA) contendo 10% de
soro fetal bovino (SFB, GIBCO, Grand Island, NY,
USA), 100 IU/mL e 100 pg/mL, respectivamente,
de penicilina e estreptomicina, e 2 mmol/L de glu-
tamina (GIBCO, Grand Island, NY, USA) em uma
atmosfera umedecida contendo CO,a 5% e na
temperatura de 37°C. Estas células foram subculti-
vadas a cada trés dias na concentracido de 30.000
células/cm?, até se obter o numero de células sufi-
ciente para a execucao do experimento.

Confecgao dos corpos-de-prova

Para o preparo dos corpos de prova, foram
utilizadas matrizes esterilizadas, as quais permi-
tiam obter espécimes na forma de disco com di-
mensdes padronizadas (4 mm de didmetro e 1 mm
de espessura). Vinte e quatro corpos de prova fo-
ram confeccionados para cada material, os quais
foram divididos de acordo com o tempo em que
0s espécimes foram mantidos em contato com o
meio de cultura. Os materiais experimentais foram
manipulados de acordo com as instrugdes do fabri-
cante. A composicao de cada um dos materiais ex-
perimentais, bem como seu fabricante, propor¢ées
(em peso), e tempo de foto-ativagdo empregado,
estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1. Apresentacdo dos materiais experimentais demonstrando seus fabricantes, composicao, propor-
¢ao pd/liquido e tempo de polimerizacao.

Nome
Comercial
(Fabricante)

Composigao

Preparacgao
dos Materiais

Tempo de
Fotoativacao

. P6: >95% cristais de fluoralumino silicato (po

Vitrebond™ de vidro) e <2% cloreto de difenil iodénio P&/liquido:

(BM/ESPE) Liquido: 35-45% acido polialquendico 1,4/1,0em
modificado, 20-30% 2-hidroxietil-metacrilato peso 30 segundos

(HEMA) e 30-40% agua.
Pasta: HEMA, Bisfenol A diglicidil éter
Vitrebond™ Plus dimetgcrilato (Bis-GMA), égua, inic.iadores, I?ropgrgées 20 segundos

cristais de fluoraluminiosilicato radiopacos iguais das

(SM/ESPE) Liquido: acido polialquendico modificado; pastas
HEMA, agua, iniciadores (canforoquinona)
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Apo6s preenchimento da matriz com o ma-
terial experimental, colocou-se sobre ele uma tira
de poliéster, sendo que sobre esta foi posicionada
uma lamina de vidro previamente esterilizada com
1mm de espessura. Este procedimento foi realiza-
do para evitar a formagao e permanéncia de bo-
Ihas no corpo de prova. Imediatamente sobre esta
ldamina de vidro foi posicionada a ponta ativa do
aparelho de fotopolimerizagcado (Curing Light 3000
XL, 3M ESPE, St Paul, MN, USA), procedendo-se
assim a fotoativagdo dos materiais pelo periodo de
30 segundos para o Vitrebond™ e de 20 segundos
para o Vitrebond™ Plus. A intensidade de luz emiti-
da pelo aparelho fotoativador (450mW/cm?) foi
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monitorada durante todo o experimento através de
um radidémetro (Optiluz 500, Demetron/Kerr, Dan-
bury, CT, USA).

Os corpos de prova foram colocados em
placas de 24 compartimentos (Costar, Cambridge,
MA, USA) previamente preenchidos com 1,1 mL de
meio de cultura a-MEM puro. Em seguida, as pla-
cas foram novamente colocadas em incubadora a
37°C, com 5% de CO,, 95% de ar pelos periodos
pré-determinados de 24 horas ou 7 dias. Desta ma-
neira, os extratos dos materiais em avaliagao foram
obtidos. A relagido entre os grupos experimentais
e controle de acordo com periodos de avaliagao
e numero de espécimes estdo demonstrados na
Tabela 2.

Tabela 2. Relacao entre grupos experimentais e controle de acordo com os periodos de avaliagéo e o
numero de espécimes.

Grupos Material Tempo de extracio Numero de
amostras
Gl Vitrebond™ 24 horas 12
G2 Vitrebond™ 7 dias 12
G3 Vitrebond™ Plus 24 horas 12
G4 Vitrebond™ Plus 7 dias 12
G5 o-MEM 24 horas 12
G6 o-MEM 7 dias 12

CULTIVO DAS CELULAS E AVALIAGAO DO METABOLISMO
CELULAR

Um total de 30.000 células/cm?foram seme-
adas em compartimentos de trés placas de acrilico
de 24 compartimentos esterilizadas e mantidas na
incubadora a 37°C, com 5% de CO,, 95% de ar,
durante 48 horas. Decorrido esse periodo de incu-
bacdo, o meio de cultura de cada compartimento
foi substituido pelos extratos obtidos e as placas
foram mantidas por um periodo adicional de 24 ho-
ras na incubadora. O meio de cultura a-MEM puro
foi utilizado como controle negativo. Os extratos
obtidos de 10 corpos de prova para cada grupo ex-
perimental foram utilizados para avaliar a atividade
metabdlica das células, sendo que outras 2 amos-
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tras foram processadas para analise da morfolo-
gia celular em microscopia eletrénica de varredura
(MEV).

Para a determinacao dos efeitos citotoxicos
dos materiais, a analise colorimétrica do metiltetra-
zolium (teste do MTT) foi empregada.’ Para a rea-
lizacao deste teste, os extratos que permaneceram
em contato com as células foram aspirados e subs-
tituidos por 900uL de meio de cultura a-MEM, ao
qual foi adicionado 100uL de solugao de MTT numa
concentracao de 5mg/mL de PBS. Apds 4 horas de
incubacao das células em contato com a solugéo
de MTT, esta foi aspirada, sendo entdo, aplicada
uma solugao de 600uL de isopropanol acidificado
em &cido cloridrico (HCI) a 0,04N. A viabilidade ce-
lular foi avaliada de maneira proporcional
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a absorbancia determinada a 570nm em leitor de
ELISA (ELX 800 - Universal Microplate Reader-
BIOTEK Instruments, ICC, USA). Para isto, trés
aliquotas de 100uL de cada compartimento fo-
ram removidas e colocadas em nova placa de 96
compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA,
USA). Com o objetivo de padronizar a leitura, os
dois compartimentos iniciais dos recipientes foram
preenchidos com 100uL da solug&o de isopropanol
acidificado, para se determinar o valor correspon-
dente a passagem total da luz, ou seja, ao valor
maximo para a reducao do metabolismo celular. Os
resultados foram determinados através da média
dos valores numéricos obtidos das trés aliquotas
selecionadas. Os valores finais obtidos para cada
grupo experimental e controle foram submetidos ao
teste estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney
com nivel de significancia de 5%.

Analise da morfologia celular

Dois espécimes representativos de cada
grupo foram submetidos a analise da morfologia ce-
lular em microscopia eletrénica de varredura (MEV).
Para isto, antes de cultivar as células MDPC-23 nos
compartimentos de acrilico (30.000células/cm?),
laminulas de vidro com 12 mm de didmetro este-
rilizadas (Fisher Scientific, Pittsburg, PA, USA) fo-
ram posicionadas na base destes compartimentos.
Assim, apos os diferentes periodos de contato das
células com os extratos e a solugdo controle, estas
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foram aspiradas, sendo que as células que per-
maneceram aderidas ao substrato de vidro foram
imersas por 120 minutos em 1mL de glutaraldeido
tamponado a 2,5%. Posteriormente, estas células
foram submetidas a lavagem por trés vezes com 1
mL de PBS (5 minutos cada lavagem), pés-fixagao
em tetréxido de dsmio a 1% por 60 minutos, sendo
entdo processadas para avaliagdo em microscopio
eletrébnico de varredura (JEOL-JMS-T33A Scan-
ning Microscope, USA).

REsuLTADOS

Metabolismo celular (MTT)

Os resultados para o metabolismo celu-
lar estdo demonstrados na Tabela 3 e Figura 1. A
analise estatistica demonstrou ndo existir diferen-
¢a entre os grupos 1 e 2, onde observou-se uma
reducao do metabolismo celular em 75,6% e 75%,
respectivamente (p>0,05). O grupo 3 revelou ser
estatisticamente menos citotoxico do que o grupo
4 (p<0,05), com reducdo do metabolismo celular
de 54,5% e 73,6%, respectivamente.Em relacdo ao
periodo de extragdo, houve diferenca estatistica-
mente significante entre os grupos de 24h, sendo o
grupo 1 o mais citotéxico, seguido do grupo 3. No
periodo de extracao de 7 dias, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos 2 e 4,
porém houve diferencga entre estes grupos e o con-
trole (p<0,05).

Tabela 3. Dados descritivos para a produgado da enzima desidrogenase succinica (SDH), detectada pelo
teste de MTT, segundo os grupos e periodos de avaliagao.

Periodo
Grupo
24 horas 7 dias

Vitrebond 0,134 (0,078-0.176)* a, A** 0,109 (0,086-0,129) a, A
Vitrebond

0,230 (0,182-0,251) a,B 0,115 (0,101-0,142) b, A

Plus

Controle 0,505 (0,490-0,562) a, C 0,435 (0,382-0,508) b, B

* valores sdo mediana (minimo-maximo)

** valores seguidos de letras minusculas iguais nas linhas e maiusculas nas colunas nao diferem

estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05)
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Figura 1. Producao da enzima desidrogenase succinica (SDH), detectada pelo teste de MTT, segundo os
grupos e periodos de avaliagdo. Barras representam medianas, sendo que as indicadas por letras minuscu-
las iguais dentro de cada material e letras maiusculas iguais dentro de cada periodo, néo diferem estatisti-

camente (Mann-Whitney, p>0,05)

Morfologia celular (MEV)

Foi possivel demonstrar que nos grupos con-
trole 5 e 6, as células MDPC-23 apresentavam-se
organizadas em nodulos epitelidides, os quais esta-
vam proximos da confluéncia (Figura 2a). Estas célu-
las, de maneira individual, exibiam forma alongada-
com finos e longos prolongamentos citoplasmaticos
originados de sua membrana. Estes prolongamentos
citoplasmaticos pareciam aderir as células MDPC-23

ao substrato de vidro (Figura 2b).

Nos grupos Vitrebond™, em ambos os peri-
odos experimentais (24 horas e 7 dias), um numero
reduzido de células MDPC-23 permaneceu aderido
ao substrato de vidro, exibindo forma arredondada
com perda total ou manutengao de poucos prolonga-
mentos citoplasmaticos originados de sua membra-
na (Figura 3a/b).

Figura 2a. Grupo 6 (controle): Células MDPC-23 aderidas ao substrato, as quais estdo préximas da con-
fluéncia, com formagéo de ndédulos epiteldides. MEV, x200. 2b. Grupo 6 (controle): Células exibiam forma
alongada com finos e longos prolongamentos citoplasmaticos originados de sua membrana. Estes prolonga-
mentos citoplasmaticos pareciam aderir as células MDPC-23 ao substrato de vidro. MEV, x500.

51



Robrac, 17 (43) 2008

ISSN 1981 - 3708

Figura 3a. Grupo 1: Observe um numero reduzido de células MDPC-23 que permaneceu aderido ao subs-
trato de vidro. MEV, x500. 3b. Grupo 2: Pode ser observado células exibindo forma arredondada com perda
total ou manutengao de poucos prolongamentos citoplasmaticos. MEV, x1000.

Para o Vitrebond™ Plus no periodo de 24h
(grupo 3), apesar do reduzido numero de células
que permaneceram aderidas ao substrato de vidro
quando comparado ao grupo controle, estas célu-
las apresentavam discretas altera¢cdes morfoldgi-
cas (Figura 4a). O numero de células observado
para este grupo 3 foi sempre superior aos demais
grupos experimentais tanto no periodo de 24 ho-

ras quanto de 7 dias. Este fato demonstrou que o
Vitrebond™ Plus apresentou limitada citotoxicida-
de inicial. Todavia, para o grupo 4, onde 0s corpos
de prova do Vitrebond™ Plus permaneceram em
contato com o meio de cultura por 7 dias, extensas
areas com auséncia de células e debris celulares
aderidos ao substrato de vidro foram observados
(Figura 4b).

Figura 4a. Grupo 3: Note um menor numero de células comparado ao grupo controle. Algumas células apre-
sentavam caracteristicas semelhantes ao grupo controle enquanto outras apresentavam tamanho reduzido
e morfologia arredondada. MEV, x500. Figura 4b. Grupo 4: Extensas areas com auséncia de células e restos
celulares pode ser observado. As células que permaneceram aderidas a laminula de vidro apresentavam
morfologia arredondada. MEV, x500.
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DiscussAo

No presente estudo, os efeitos citotdxicos
dos cimentos ionémero de vidro modificados por
resina (CIVMR) Vitrebond™ e sua nova formulagéo
Vitrebond™ Plus foram avaliados sobre as células
imortalizadas de linhagem odontoblastica MDPC-
23 por meio do teste colorimétrico do metiltetra-
zolium (teste do MTT) e analise complementar da
morfologia celular em MEV. O teste de MTT repre-
senta a taxa de respiragao mitocondrial das células
em contato com extratos obtidos dos materiais ex-
perimentais através da demonstracao citoquimica
da desidrogenase succinica (SDH). Metodologias
semelhantes também tém sido utilizadas para ava-
liar os efeitos citotdxicos gerados por diferentes
CIVMRs.'2'+16 Estes estudos revelaram que os
componentes liberados por estes materiais iono-
méricos sao 0s principais responsaveis pelos efei-
tos toxicos encontrados nas células.

Tem sido demonstrado que os CIVMRs sao
mais citotoxicos do que os cimentos convencionais
(CIVs) por apresentarem o monémero HEMA

incorporado na sua composicdo. "> Devido ao bai-
xo peso molecular do HEMA e sua caracteristica
hidréfila, tem sido descrito que uma quantidade
residual deste monémero pode facilmente difundir
através dos tubulos dentinarios e alcancgar as cé-
lulas pulpares.'” Estes residuos de mondémeros de
metacrilato podem ser incorporados na bicamada
lipidica da membrana celular, levando a solubiliza-
¢ao desta estrutura e consequente lesédo celular
irreversivel."® Além disso, outros componentes dos
CIVMRs, como o fotoiniciador cloreto de difenil io-
dénio, pode aumentar os efeitos toxicos do material
pela liberagao de seus produtos de decomposigao,
tais como cloreto de benzeno, brometo de benzeno
e iodeto de benzeno.®

Na presente pesquisa, foi demonstrado que
o Vitrebond™, em ambos os periodos de avaliagdo
(grupos 1 e 2), reduziu o metabolismo celular em
cerca de 75%. Para este material, ndo houve dife-
renca estatisticamente significante entre os peri-
odos deDuctod senequam. lcultuus, quo Cat.
Um nonente inenihi lictem, cupervivem nempere
fina,de extragao, caracterizando uma rapida libera-
¢ao dos seus componentes no meio de cultura ime-
diatamente apos sua imersao no meio liquido. Es-
ses achados corroboram com os estudos de Costa
et al.’?(2003), Aranha et al.”® (2006) e Mendonca et
al.’® (2007), uma vez que esses autores relataram
que o cimento Vitrebond™ possui intenso potencial
téxico quando aplicado diretamente em contato
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com células pulpares, causando uma reducéo do
metabolismo celular em torno de 80%.

O liquido do Vitrebond™ Plus consiste basi-
camente dos mesmos componentes do Vitrebond™
comum. Entretanto, a pasta do Vitrebond™ Plus,
apresenta maior quantidade de HEMA e Bis-GMA
na sua composi¢ao, o que poderia indicar que este
novo material pudesse ser mais toxico do que seu
antecessor. Isto porque o Bis-GMA além de causar
deplecao da glutationa intracelular, também interfe-
re na expressao de algumas proteinas, tais como
sialoproteina da dentina e colageno tipo |, as quais
sdo fundamentais no processo de reparagao pul-
par.' Todavia, os resultados da presente pesquisa
demonstraram que o extrato de 24 horas do Vitre-
bond™ Plus foi menos citotéxico do que o extrato
de 7 dias. Desde que o Bis-GMA é uma molécula
rigida, de alto peso molecular e baixa solubilidade
em agua, pode-se especular que sua maior con-
centracdo na pasta do Vitrebond™ Plus tenha re-
duzido a solubilidade deste cimento quando imer-
so em meio liquido. Assim, a reduzida liberagao de
Bis-GMA, pelo menos no periodo de 24 horas apds
imersdo em meio de cultura, tenha determinado
a menor citotoxicidade inicial do produto. Porém,
neste periodo curto de avaliagdo, o produto redu-
ziu em cerca de 50% o metabolismo celular, o qual
ocorreu provavelmente devido a liberagcéo de outros
componentes do produto. Alguns pesquisadores
determinaram que alguns ions, tais como Al**, Sr?*,
Zn?* e F-sao liberados pelos cimentos ionoméricos,
sendo que elevada quantidade de Zn?* pode cau-
sar intensos efeitos toxicos.?’ Foi demonstrado ain-
da que a elevada concentragdo de ions F-também
pode ser encontrada em meio liquido, como resul-
tado da dissolugao de corpos de prova preparados
com materiais ionomericos. Estes ions F- alteram
o metabolismo celular e interferem na sintese de
DNA das células.? Porém, pesquisas recentes tém
demonstrado que mais importante do que a libera-
¢ao de ions, como acontece particularmente para
os cimentos de iondbmero de vidro convencionais,
os monodmeros residuais hidrofilos, tal como HEMA
presentes nos CIVMRs atuais, exercem importante
efeito toxico.?22* Além dos possiveis efeitos sobre
os fosfolipidios da membrana citoplasmatica das
células, como anteriormente descrito, tém sido de-
monstrado também que o HEMA pode causar efei-
tos citotoxicos e genotdxicos por gerar estresse
oxidativo nas células.?® Desta maneira, pode-se su-
gerir que a presenga de HEMA nos extratos obtidos
para ambos materiais avaliados comparativamente
e nos dois periodos de incubacgao, agiu de maneira
decisiva no elevado percentua | de inibicdo
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do metabolismo celular. Assim, provavelmente a
dissolugcao do Bis-GMA tenha participado mais efe-
tivamente da elevagao dos efeitos citotdéxicos do
Vitrebond™ Plus no periodo de 7 dias.

Os efeitos adversos causados pelos ClI-
VMRs testados na presente pesquisa foram ca-
racterizados também pela analise da morfologia e
numero das células que permaneceram aderidas
ao substrato de vidro. Para os dois materiais io-
nomeéricos avaliados, houve notavel diminuicdo no
numero de células, especialmente para os grupos
1, 2 e 4, o que caracterizou que a reducao do meta-
bolismo celular ocorreu, pelo menos em parte, pela
morte direta das células MDPC-23 em cultura. Es-
tes achados histologicos observados em MEV tam-
bém foram anteriormente descritos para o Vitre-
bond™.'215 Nestes estudos, tal como na presente
pesquisa, as células pulpares que permaneceram
aderidas ao substrato de vidro apds contato com
os extratos obtidos do Vitrebond™ apresentavam
morfologia arredondada e com perda parcial ou to-
tal dos prolongamentos citoplasmaticos originados
de sua membrana. Estas observacbes também
ocorreram para o Vitrebond™ Plus no periodo de 7
dias (grupo 3), o que mostrou claramente que am-
bos CIVMRs sao solluveis e liberam componentes
téxicos quando presentes em ambiente com alta
umidade. Todavia, redugdo menos intensa do nu-
mero de células, as quais apresentavam, na sua
maioria, morfologia semelhante aquela demonstra-
da para os grupos controle ocorreu para o grupo
3. Esta observacado microscopica associada a limi-
tada reducdo do metabolismo celular determinou
que o Vitrebond™ Plus é menos soluvel que o seu
antecessor e consequentemente apresenta, pelo
menos de maneira inicial, menor efeito citopatico
para as células pulpares em cultura.

Além de menor efeito citotdxico inicial, o Vi-
trebond™ Plus apresenta também algumas vanta-
gens quando comparado ao Vitrebond™ comum.
Seu sistema de dispensador em forma de clicker
facilita a manipulagdo do material, além de assegu-
rar a quantidade ideal das duas porgoes, desenvol-
vendo uma mistura consistente com menor tempo
de fotoativagcado. Estes fatores devem ser levados
em consideracado quando da sele¢ao de uma mate-
rial ideal para forramento cavitario. Todavia, os re-
sultados desta pesquisa inicial in vitro ndo podem
ser de imediato extrapolados paraUpicultus noxim-
pon sidius et L. Scis vilissed situagdes clinicas. Isto
porque clinicamente ambos CIVMRs aqui avaliados
sao recomendados para forramento de cavidades,
e sabe-se que a dentina atua como uma verdadeira
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barreira biolégica, conferindo protegdo as células
pulpares .26 Assim, futuras pesquisas deverdo ser
realizadas com o objetivo de avaliar a possivel di-
fusao transdentinaria dos componentes liberados
desses cimentos aplicados sobre discos de dentina
de variadas espessuras e seus provaveis efeitos
téxicos sobre células de linhagem odontoblastica.
Posteriormente, outras pesquisas serdo necessa-
rias para avaliar in vivo, a biocompatibilidade deste
novo CIVMR.

ConNcLusAo

Baseado nos resultados obtidos na presente pes-
quisa, foi possivel concluir que o cimento de ion6-
mero de vidro modificado por resina Vitrebond™
Plus apresentou reduzido efeito citotdxico inicial
para as células em cultura quando comparado ao
seu antecessor. Todavia, a dissolucao tardia deste
produto resultou em intenso efeito citopatico para
as células pulpares, tal como demonstrado para o
Vitrebond™ em ambos periodos de analise.
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