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Tay LY. Efeito do armazenamento em &gua sobre a citotoxicidade de materiais
resilientes para base de préteses. [Dissertagdo — Mestrado em Odontologia — Area
de Concentracdo — Clinica Integrada]. Ponta Grossa: Universidade Estadual de
Ponta Grossa; 2010.

EFEITO DO ARMAZENAMENTO EM AGUA SOBRE A CITOTOXICIDADE DE
REEMBASADORES RESILIENTES

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar, por meio do teste quantitativo de incorporacéao de
*H-timidina, a citotoxicidade de materiais reembasadores resilientes em funcéo do
tempo de armazenamento em agua e em funcdo de um tratamento térmico. Doze
corpos-de-prova de cada material reembasador resiliente (Dentusoft, Dentuflex,
Trusoft e Ufi Gel P) e da resina termopolimerizavel (Lucitone 550) foram
confeccionados de forma asséptica em forma de discos e divididos em 4 grupos:
GN: os corpos-de-prova n&o receberam nenhum tipo de tratamento ou
armazenamento; G24: os corpos-de-prova foram armazenados em agua destilada a
37°C por 24 horas; G48: os corpos-de-prova foram armazenados em agua destilada
a 37°C por 48 horas; GAQ: os corpos-de-prova foram imersos em agua a 55°C por
10 minutos. Para a analise do efeito citotdxico, trés corpos-de-prova de cada grupo
experimental foram colocados dentro de tubos de ensaio com 9 mL de meio de
cultura DMEM suplementado e incubados a 37°C por 24 horas. Durante esse
periodo, as substancias toxicas foram difundidas para o meio de cultura, formando
0s extratos que foram utilizados no teste de citotoxicidade. Esta foi analisada
quantitativamente por meio da incorporacdo do radioisétopo *H-timidina, verificando
0 numero de células viaveis pela sintese de DNA. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia em esquema fatorial de dois fatores incluindo ainda um grupo
controle, ao nivel de 5% de significancia. Confrontando-se as meédias obtidas de
viabilidade celular com a classificacdo do efeito citotoxico estabelecida pela 1SO
10993-5, verificou-se que o Ufi Gel P foi considerado néo-citotoxico, o Trusoft
levemente citotoxico e o Dentuflex discretamente citotoxico, em qualquer condi¢cao
experimental. Observou-se também que o Dentusoft alternou entre levemente
citotoxico e nao-citotdxico porque suas medias de viabilidade variaram em torno de
75% e o Lucitone 550 apresentou efeito ndo-citotoxico quando armazenado em agua
por 48 horas, mas as outras médias ficaram em torno de 50% de viabilidade celular,
entre levemente-citotoxico e discretamente citotoxico. Concluiu-se que 0s
reembasadores resilientes a base de resina acrilica (Trusoft e Dentuflex) foram
classificados como levemente citotoxico e discretamente citotoxico, respectivamente.
O condicionador de tecido (Dentusoft) alternou entre levemente citotéxico e néo
citotoxico e o reembasador resiliente a base de silicone (Ufi Gel P) nao teve efeito
citotoxico. O armazenamento em agua ou o tratamento térmico ndo diminuiu a
citotoxicidade dos reembasadores resilientes e 0 armazenamento em agua reduziu a
citotoxicidade da resina acrilica para base de protese (Lucitone 550).

Palavras-chave: Reembasadores de Dentadura. Citotoxicidade Inmunoldgica.
Timidina.



Tay LY. Efect of water storage on the cytotoxicity of resilient liners. [Dissertagao —
Mestrado em Odontologia — Area de Concentracdo — Clinica Integrada]. Ponta
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EFFECT OF WATER STORAGE ON THE CYTOTOXICITY OF RESILIENT
LINERS

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of water storage time and of a heat
treatment on the cytotoxicity of soft lining denture material using the *H-thymidine
incorporation test. Sample disks (10 mm X 1 mm) of soft lining denture Dentusoft,
Dentuflex, Trusoft, Ufi Gel P and of denture base acrylic resin Lucitone 550 were
fabricated under aseptic conditions. Twelve specimens of each material were
prepared and divided into four groups: GN: The specimens received no treatment or
storage in water, G24: The specimens were stored in distilled water at 37°C for 24
hours; G48: The specimens were stored in distilled water at 37°C for 48 hours, GHW:
The specimens were immersed in water at 55 °C for 10 minutes. To analyze the
cytotoxic effect, three samples of each experimental group were placed in test tubes
with 9 ml of DMEM's medium supplemented and incubated at 37 °C for 24 hours.
During this incubation period, the toxic substances were broadcast to the culture
medium, forming the extracts that were used for the cytotoxicity test. The cytotoxicity
of each material was analyzed quantitatively by the incorporation of radioactivity *H -
thymidine by checking the number of viable cells for the synthesis of DNA. The
results of DNA synthesis were subjected to analysis of variance in a factorial two-way
(material and storage time in water). Comparing the averages of cell viability with the
classification of cytotoxic established by ISO 10993-5, it was found that Ufi Gel P had
non-cytotoxic effect, Trusoft had slightly cytotoxic effect, Dentuflex had a moderated
cytotoxic effect, all in any experimental condition. It was also observed that the
Dentusoft alternated between slightly cytotoxic and non-cytotoxic effect because their
average viability ranged around 75% and Lucitone 550 had non-cytotoxic effect when
stored in water for 48 hours, but the others had around 50% cell viability, the slightly
moderated cytotoxic effect. It is concluded that the soft lining denture based in acrylic
resin had a slightly and moderated cytotoxic effect, Ufi Gel P, the silicone based soft
liner, was not cytotoxic; the effect of water storage after 24 hours or 48 hours and the
heat treatment did not reduce the cytotoxicity effect of soft lining denture materials.

Keywords: Soft liners. Cytotoxicity. *H-thymidine.
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1 INTRODUCAO

A reabilitacdo de pacientes desdentados com préteses removiveis
parciais ou totais tem como objetivo a preservacao dos dentes remanescentes e do
rebordo residual, bem como o restabelecimento da funcdo mastigatéria e da
estética. Entretanto, se a reabsorcdo do osso alveolar, que é um processo crénico e
irreversivel, ndo for adequadamente controlada, poderda causar desajustes das
bases acrilicas das préteses gerando desconforto para o paciente. Além disso, esse
desajuste pode favorecer a concentracdo de forcas em determinadas regides do

rebordo, acelerando o processo de reabsor¢cao 6ssea.

Haja vista esses efeitos deletérios, a adaptacdo das bases das
préteses deve ser periodicamente reavaliada e, se for verificado desajuste, essas
deveréo ser readaptadas aos tecidos subjacentes. Dessa forma, 0s pacientes devem
retornar ao consultério periodicamente para reavaliacdo do tratamento e

reembasamento das bases acrilicas de suas proteses removiveis totais ou parciais.

O reembasamento direto das bases das proteses removiveis,
utilizando-se materiais reembasadores rigidos e resilientes autopolimerizaveis,
melhora as condicfes de suporte e estabilidade das proteses e a distribuicdo de
forcas ao rebordo residual (Braden et al.> 1995, McCabe? 1998, Murata et al.> 2002,
McCabe et al.* 2002, Haywood et al.® 2003). Esse método, também denominado
reembasamento imediato, elimina as fases de inclusdo e prensagem necessarias a
realizacdo do reembasamento do tipo mediato, sendo, por esse motivo, mais facil,
rapido e de custo acessivel. Este tipo de reembasamento também esta indicado
guando verificada falta de estabilidade das bases da prétese na sessdo de

colocacéo.

Reembasadores resilientes tém sido desenvolvidos para minimizar o
possivel desconforto gerado pelas forcas transmitidas pelas bases das proteses a
mucosa. Esses reembasadores formam um grupo de materiais elasticos que
preenchem total ou parcialmente a base da prétese, com a finalidade de diminuir o
impacto da forca mastigatoria sobre a mucosa de revestimento, podendo ser
utilizados temporariamente ou com um carater mais permanente (Brown® 1988,

Murata et al.” 1996). Outras indicacdes surgiram ha alguns anos, como obturadores
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apos cirurgia maxilo-facial, para proteses durante o periodo de osseointegracéo de
implantes ou ainda como meio retentivo para overdentures implanto-retidas (Braden®

1970).

Os materiais reembasadores macios podem ser divididos atualmente
em dois grupos: silicones e acrilicos (Braden et al.® 1995). Os reembasadores
resilientes a base de resina acrilica quimicamente ativada consistem de um po,
polimero (polietii metacrilato ou copolimero) e um liquido, mistura de um éster
aromatico (dibutilftalato) e etanol, além da adicdo de agentes plastificantes. (Braden®
1970). A maior vantagem desses materiais é a sua facilidade de utilizacéo (Cerveira-
Netto, Lin® 1977). Os reembasadores macios & base de silicone sdo compostos por
polimeros de dimetil siloxano, os quais |Ihes proporcionam boas propriedades
elasticas. Sdo quimicamente ativados e sé&o fornecidos como um sistema de dois
componentes que polimerizam via reacdo por condensacdo ou adicdo (Anusavice™
1998, McCabe? 1998).

Durante o uso clinico, os reembasadores resilientes acrilicos entram
em contato com a saliva e liberam substancias solGveis por longos periodos (Craig**
2002). Estudos tém demonstrado que as substancias potencialmente téxicas
originadas de resinas incluem metil metacrilato, formaldeido, acido metacrilico e
acido benzéico (Lefebvre et al.*? 1994, Lewis, Chestner'® 1981). Esses componentes
toxicos, difundidos em meio aquoso, podem ser capazes de agir inclusive em locais
distantes da area de contato da resina. Dessa forma, areas extensas de mucosa
podem ficar expostas a componentes toxicos por longo periodo de tempo (Lefebvre

et al.'* 1995).

O aparecimento de reacfes adversas na mucosa bucal pelo uso de
proteses tem despertado o interesse dos pesquisadores em determinar o
comportamento biolégico das resinas de base e reembasadores. Os sinais e
sintomas clinicos mais frequentes sdo vermelhiddo, erosdo na mucosa oral,
queimacdo na mucosa e na lingua (Fisher™® 1954, Hensten-Pettersen'® 1988).
Histologicamente podemos observar um infiltrado inflamatério e um aumento da
camada de queratina nas areas da mucosa em contato com a protese (Kapur,
Shklar'’ 1963).

As variacbes na composicdo quimica das resinas e materiais

reembasadores, o grau de conversdo de seus monbmeros e as variaveis de
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manipulacdo podem influenciar nas suas propriedades bioldgicas e fisicas (Lefebvre
e Schuster®® 1994). A concentracdo de mondmero residual varia com as condicées
utilizadas para sua polimerizacdo (McCabe, Basker™® 1976, Weaver, Goebel*® 1980,
Tsuchiya et al.?! 1993). Dessa forma, alguns aspectos técnicos s&o relevantes e
podem auxiliar na redu¢cdo do mondmero residual, como o ciclo de polimerizacao
utilizado, condic¢des e tempo de armazenagem e o método de polimerizagédo (Austin,
Basker? 1980).

Para evitar reacdes adversas, bem como para a diminuicdo da
guantidade de monémero residual, varios autores tém sugerido a imersdo da prétese
em agua antes da colocacdo no paciente (De Clerck® 1987, Lefebvre et al.** 1995,
Sheridan et al.?* 1997). A reducéo da quantidade de monémero residual, apés esse
tratamento, ocorre em funcédo da difusdo do monémero em agua de acordo com o

tempo de imerséao.

As substancias toxicas e seus efeitos sobre os tecidos tém sido
constatados por meio de estudo em animais, observagdes clinicas e culturas de
células in vitro. Alguns testes tém sido realizados para determinar a citotoxicidade
dos materiais, como o MTT (brometo tetrazolium) e o da incorporacdo de produtos
radioativos como a timidina, que avaliam a respiracéo celular e a sintese de DNA,
respectivamente (Turner et al.®® 1989, Tang et al.?® 1999, Imazato et al.?’ 2000,
Upadhyay, Bhaskar?® 2000). Com eles, pode-se observar, pelo método de cultura de
células, a proliferacdo ou a inibicdo do crescimento celular decorrente do contato

com substancias citotoxicas.

Apés criterioso levantamento bibliografico, poucos estudos foram
encontrados visando avaliar a citotoxicidade dos reembasadores resilientes
comumente utilizados na prética clinica. Assim, foi julgado oportuno avaliar, por meio
do teste quantitativo de incorporacdo de *H-timidina, a citotoxicidade de diferentes
tipos de materiais reembasadores resilientes em funcdo do tempo de

armazenamento em agua e em funcdo de um tratamento térmico.



2 REVISAO DA LITERATURA

Com o objetivo de facilitar a compreensédo, o capitulo “Revisdo da
Literatura” apresentara os trabalhos revistos divididos em tépicos: aqueles
relacionados com a liberacdo de mondmero residual e aqueles referentes a

avaliagéo da citotoxicidade.

2.1 Liberacdo de mon6émero residual e outros produtos

Fisher' (1954) dividiu as reacdes as resinas acrilicas utilizadas em
odontologia em duas categorias: 1- dermatite alérgica de contato que atinge
dentistas e técnicos de protese e 2- estomatite alérgica que afeta os pacientes
portadores de proteses. No que se refere a dermatite de contato, o autor descreve
guatro casos de dentistas e técnicos de laboratdrio sensiveis ao monémero residual.
Por meio de teste de contato, foi comprovado que esses profissionais apresentavam
sensibilidade aos monémeros das resinas auto, termo e quimicamente ativadas.
Dois desses profissionais eram portadores de préteses de resina termoativadas,
porém, ndo apresentavam reacao alérgica nos tecidos bucais, provavelmente pelo
fato do monémero ter sido completamente polimerizado. Sobre a estomatite que
afeta os portadores de préteses, foram avaliados 20 pacientes, dos quais quatro
relataram apresentar alergia ao mondmero e que tinham sido orientados para a
substituicdo das mesmas. Para somente um desses pacientes confirmou-se a
sensibilidade ao mondmero residual. Neste paciente, foi colocada uma prétese total
com resina acrilica ativada pelo calor, adequadamente polimerizada, ocorrendo
desaparecimento dos sintomas. Segundo o0s autores, as resinas termopolimerizaveis
raramente provocam reacfes de sensibilidade ao monémero residual, ao contrario
das autopolimerizaveis, as quais contém niveis suficientes do mondémero para

desencadear uma reacdao alérgica.

Axelsson e Nyquist?® (1962) realizaram um estudo com o objetivo de
guantificar o monémero residual liberado de resinas acrilicas para bases de proteses
assim como determinar os seus efeitos sobre os tecidos. Inicialmente, 44 pacientes

desdentados com mucosa bucal saudavel receberam novas préteses e apenas 28
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desses pacientes foram examinados até o final do estudo. Durante a confeccédo das
proteses, corpos-de-prova de 2 a 3 g foram obtidos simultaneamente dentro das
mesmas muflas. O ciclo de polimerizagao utilizado foi de 20°C a 70°C por 30
minutos permanecendo a 70°C por mais 2 horas. Depois da colocacao das proteses,
a mucosa dos pacientes foi analisada visualmente uma vez por dia durante uma
semana e ap6s 1, 3 e 6 meses de utilizagdo das mesmas. Para determinar a
guantidade de mondmero residual, os corpos-de-prova e as proteses foram
submetidos a analises quimicas. Os resultados demonstraram que, em 24 dos 28
casos analisados, ocorreu uma diminuicdo na quantidade de mondémero residual
liberada ao longo do tempo e para 20 casos a liberacdo de mondmero foi
significativa. Durante a primeira semana de utilizacdo das préteses, 34 dos 44
pacientes apresentaram hiperqueratoses e nao foram observadas estomatites
protéticas. Os autores ndo puderam confirmar se existe relagdo entre mondmero
residual liberado e estomatite protética ou hiperqueratose, necessitando-se de mais

pesquisas.

Austin e Basker?? (1980) analisaram o conteldo de mondmero
residual de algumas resinas acrilicas por meio da utilizacdo da cromatografia liquida.
Segundo os autores, as resinas para bases de proteses polimerizadas por meio de
ciclos curtos (menos do que 2 horas) promovem cerca de sete vezes mais
concentracdo de mondémero residual do que aquelas polimerizadas por ciclos longos
(mais do que 6 horas). Os autores observaram ainda que o mondémero presente nas
resinas termopolimerizaveis pode ser mais resistente a remocao por difusdo em

agua.

Ruyter®® (1980) realizou um estudo com o objetivo de avaliar a
liberacdo e a origem do formaldeido de resinas acrilicas para bases de proéteses.
Segundo o autor, o formaldeido € um dos responsaveis por causar injarias na
mucosa oral dos pacientes portadores de proteses. Para o estudo, foram
confeccionados corpos-de-prova com 50 mm de didmetro e 0,5 mm de espessura
com resinas termopolimerizaveis (Paladon 65, Swe Base e SR 3/60), resinas
autopolimerizaveis do tipo p6 (Palacast, Swe Flow e lvocast) e autopolimerizaveis
tipo massa (Palapress, Swebond Compact e Quick 20), de acordo com as instru¢des
dos fabricantes. Os corpos-de-prova foram, entdo, tratados para que o formaldeido

fosse liberado em solucdo. As solugBes contendo formaldeido foram analisadas por
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meio da cromatografia liquida de alta performance. Também foi verificada a
composicdo de monémeros liquidos de cada resina, a quantidade de oxigénio
dissolvido em cada monémero e a formag¢do de formaldeido por meio da reacéo
entre 0 oxigénio e o mon6mero. Os resultados mostraram que a quantidade de
formaldeido liberada pelas resinas termopolimerizaveis foi menor do que a
quantidade liberada pelas resinas autopolimerizaveis. Em relacdo a composicao, as
resinas autopolimerizaveis apresentaram diferentes tipos de mondmeros liquidos
com respectivos agentes de ligacdes cruzadas. Os resultados mostraram, ainda,
que, apés 4 semanas a 37°C, a reacao entre metil metacrilato e oxigénio formou
uma mistura contendo mondémero metil metacrilato, metil piruvato, formaldeido e
copolimero oxigénio-metil metacrilato, confirmando os resultados de estudos prévios
gue mostram que o formaldeido € decorrente da reacdo entre o oxigénio e 0

mondmero residual.

Havendo varios relatos de reagbfes na mucosa em pacientes
portadores de proteses desde a década de 30, quando foram introduzidas as resinas
acrilicas, Weaver e Goebel®® (1980) realizaram uma revisdo de literatura com o
objetivo de elucidar tais relatos relacionados com os componentes liberados pelas
resinas. Segundo os autores, as reacdes da cavidade bucal apresentam como
sintomas ardéncia na lingua, vermelhiddo e erosdo na mucosa. As causas mais
provaveis desses sintomas sdo traumas causados por proteses mal adaptadas,
doencas sistémicas ou bucais néo relacionadas com as resinas acrilicas, como a
candidose, e irritacdo quimica local e hipersensibilidade causadas pelas resinas
acrilicas e seus constituintes. Alguns estudos mostraram que o monémero metil
metacrilato pode causar reacdo de hipersensibilidade e irritacdo quimica local
guando nao totalmente polimerizado, sendo as resinas autopolimerizaveis as
maiores responsaveis por essas reacfes. Assim, as resinas termopolimerizaveis sao
mais indicadas na confeccéo de proteses, tendo como objetivo minimizar as reacdes

na mucosa bucal.

Sabendo-se que o monémero residual € o principal causador de
danos na mucosa de pacientes portadores de préteses, Lamb et al.®' (1982)
avaliaram a quantidade de mondmero residual em resinas autopolimerizaveis.
Assim, corpos-de-prova foram confeccionados com temperaturas de polimerizacao

de 22°C e 55°C por periodos de 5 a 30 minutos. Para a andlise da quantidade de



18

monémero residual, as amostras foram armazenadas em &gua destilada por
diferentes tempos, tendo sido as solugbes analisadas em espectrofotometro. Os
resultados mostraram que a concentracdo de mondmero residual foi reduzida por
dois processos: 1) difusdo do monémero em agua e 2) polimerizacdo adicional do
mondmero dentro da massa de resina. Os resultados mostraram, ainda, que o
mondmero residual pode ser minimizado se as resinas autopolimerizaveis forem
polimerizadas em temperaturas acima de 55°C e que a difusdo completa do
monémero em agua foi conseguida quando as amostras foram armazenadas por 14
dias a 22°C ou por 7 dias a 37°C, mostrando a importancia do armazenamento das
préteses em &gua, preferencialmente aquecida, anteriormente a colocacdo nos

pacientes.

Passeri e Carvalho®** (1985) verificaram histologicamente a
biocompatibilidade dos condicionadores de tecido: FITT, Lynal, Visco-gel, e uma
pasta para impressdo de oxido de zinco e eugenol. Os produtos foram testados em
feridas intraorais e cavidades 6sseas em ratos. A biocompatibilidade foi verificada
histologicamente utilizando 120 ratos albinos. Os animais operados na mucosa
palatal foram sacrificados apés 2, 5, 10, e 15 dias pdés-cirugia, e 0os que foram
operados na mandibula foram sacrificados apés 4, 8,16 e 30 dias. Baseados nos
cortes histolégicos, concluiram que a pasta de oxido de zinco e eugenol é o material
mais irritante para os tecidos, os condicionadores de tecido apresentaram varios

graus de biocompatibilidade e os melhores resultados foramde Lynal e Visco-gel.

Os materiais de curto prazo a base de polimeros macios utilizados
para o reembasamento de proteses sdo misturados com plastificantes para diminuir
a temperatura de transicao vitrea (Tg). Menor Tg permite maior mobilidade da cadeia

polimérica, produzindo um material mais flexivel. Graham et al.*®

(1991) avaliaram a
perda de plastificantes, mediante lixiviagdo tanto in vivo e in vitro. Duas marcas
comerciais de reembasadores resilientes para proteses (A e B) foram testados. Um
estudo clinico foi realizado onde o0s pacientes usavam sequencialmente dois
reembasadores macios para proteses, em ocasides diferentes. Os dois materiais A e
B foram distribuidos aleatoriamente para cada um dos dez pacientes e foram usados
durante 14 e 30 dias, respectivamente. Com uma excec¢do, todos 0s pacientes
usaram proteses com os dois tipos de reembasadores, num total de 19 avaliacdes

clinicas. A perda do plastificante ocorrida durante o ensaio clinico foi determinada
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por cromatografia em fase gasosa a partir da analise do contetdo de plastificante
dos reembasadores macios, tomadas ao inicio e ao termino de cada dia. Os
resultados desta andlise foram comparados com os resultados obtidos a partir de um
estudo in vitro de lixiviabilidade através do armazenamento em 4gua a 37°C para 0s
mesmos polimeros macios comercializados, realizado durante 0 mesmo tempo. Os
resultados indicaram que uma maior perda de plastificante ocorreu in vivo, em
comparacao com os testes in vitro para 17 das 19 avaliacdes clinicas. N&o se sabe
qguanto do plastificante foi perdido no ensaio in vivo pela ingestdo ou devido a
limpeza da prétese pelo paciente. Os autores concluiram que a avaliagdo in vivo dos
reembasadores resilientes indicou que os materiais B e A perderam quatro e dez
vezes mais plastificante, respectivamente, do que quando submetidos a condi¢des
de lixiviabilidade in vitro a 37°C em agua destilada. Concluiram também que existe
claramente uma necessidade de produzir reembasadores resilientes com menos
plastificante, ou desenvolver reembasadores resilientes que nao necessitem de

plastificacdo externa.

Com o objetivo de quantificar plastificantes presentes na saliva de
individuos portadores de prétese dentaria, Lygre et al.** (1993) utilizaram a
cromatografia a gas associada ou ndo a espectrometria de massa, identificando
também, outros componentes organicos liberados. Para esse estudo, 4 homens e 7
mulheres que utilizavam protese, com média de idade de 67,8 anos, foram
selecionados. A maioria desses pacientes fazia uso de prétese total inferior e
superior, sendo que somente um paciente usava protese parcial removivel superior
e um, utilizava apenas a protese total superior. Os pacientes selecionados
receberam novas proteses confeccionadas com resina termopolimerizavel (Vertex
5RS) de acordo com as instrucdes do fabricante. Para identificar as substancias
liberadas na saliva pelas préteses, corpos-de-prova medindo 26 x 26 x 3 mm foram
preparados sob as mesmas condi¢cdes das proéteses, colocados em recipientes de
vidro contendo 80 ml de etanol, cobertos com folha fina de aluminio e levados para
agitacdo por 20 horas a 37°C. Em seguida, as amostras foram analisadas pela
espectrometria de massa associada a cromatografia a gas, para identificacdo dos
diferentes produtos liberados pela resina termopolimerizavel. Como grupo controle,
amostras de saliva de 11 individuos que ndo usavam prétese, com média de idade

de 22,9 anos, foram coletadas. Amostras de saliva dos pacientes que utilizavam
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préteses foram coletadas com a prétese antiga e apdés uma semana de utilizagdo
das proéteses novas. A andlise das substancias liberadas por todas as amostras foi
feita através da cromatografia a gas e da técnica da espectrometria de massa
associada a cromatografia a gas. Os resultados mostraram que dibutilftalato e
benzoato de fenil foram encontrados na saliva dos pacientes com préteses novas,
sendo que nenhuma dessas substancias foi encontrada nas amostras de saliva do
grupo controle (que ndo utilizavam protese). A concentracdo de dibutilftalato
encontrada na saliva dos pacientes com prétese nova foi significativamente maior do
gue a encontrada nas amostras de saliva com a utilizacdo de préteses antigas. O
namero de picos observado na cromatografia foi maior para as amostras com
préteses novas e significativamente diferente do grupo controle, mas néao
significativamente diferente das amostras com protese antigas. Esse estudo
demonstra que os aditivos dos polimeros para base de proteses sao liberados na
saliva dos individuos que utilizam préteses novas em condi¢des clinicas normais.

Sendo o formaldeido um dos agentes responsaveis pelas injarias na

mucosa bucal, Tsuchiya et al.?*

(1993) quantificaram, através da analise de injecao
de fluxo, o formaldeido liberado pelas resinas acrilicas para bases de proéteses
polimerizadas por diferentes métodos. Assim, corpos-de-prova com 8,5 mm de
diametro e 2 mm de altura foram confeccionados, de acordo com as instrucdes dos
fabricantes, utilizando-se uma resina autopolimerizavel (Rebaron n° 3), uma
termopolimerizavel (Acron n° 8) e uma polimerizada por meio de microondas (Acron
MC n° 8). Os discos foram colocados em frascos de vidro com 2 ml de agua
destilada e imersos em agua a 37°C. Aliquotas de 50 a 70ul foram coletadas em
diferentes intervalos de tempo e analisadas pelo método da injecdo de fluxo. Para
elucidar a influéncia do tempo na quantidade de substancias liberadas, discos de
resina autopolimerizavel foram colocados em frascos contendo 2 ml de saliva
artificial e incubados a 37°C, sendo que para alguns desses discos, a camada de
inibicdo foi removida. A cada dia, a quantidade de formaldeido e de metacrilato de
metila era determinada pela anélise da injecédo de fluxo e pela cromatografia liquida.
Em seguida, esses discos de resina autopolimerizavel eram enxaguados com agua
e nova aliquota de 2 ml de saliva artificial era colocada no frasco diariamente apos
cada analise. Os resultados demonstraram que as amostras coletadas dos corpos-

de-prova imersos em agua acumularam maior quantidade de formaldeido liberado
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de acordo com o tempo, ou seja, a quantidade de formaldeido foi maior na amostra
coletada em 10 dias do que em 5 e 1 dia para a resina autopolimerizivel. As
amostras, onde foi removida a camada de inibichio dos discos de resina
autopolimerizavel, liberaram menor quantidade de formaldeido quando comparadas
as outras amostras de resina autopolimerizavel. Os discos de resina
termopolimerizavel liberaram pequena quantidade de formaldeido, sendo ainda
menor para os discos de resina polimerizada por meio de microondas. Os resultados
indicaram que esse método de analise é muito especifico para quantificar o
formaldeido liberado. Os corpos-de-prova imersos na saliva artificial, para determinar
a influéncia do tempo na liberacdo de produtos pela resina acrilica autopolimerizavel,
mostraram que quanto maior o tempo transcorrido, menor a quantidade de produtos
liberados. Ap6s um dia de imerséo, a liberagcéo de formaldeido foi reduzia a metade,
tendo sido a liberacdo de metacrilato de metila também maior no primeiro dia. A
provavel causa da formacédo do formaldeido liberado neste estudo é a oxidacdo do
mondmero residual metacrilato de metila. Dessa forma, o formaldeido liberado pode
estar relacionado com a diferenca de potencial alérgico entre as resinas
autopolimerizaveis e termopolimerizaveis, uma vez que as resinas
autopolimerizaveis liberam maior quantidade de monémero residual.

Tsuchiya et al.®

(1994) determinaram a quantidade de formaldeido e
de metacrilato de metila residual liberados pelas resinas acrilicas, assim como sua
citotoxicidade. Dessa forma, foram confeccionados corpos-de-prova, com 8,5 mm de
diametro e 2 mm de altura, com trés diferentes tipos de resina (Rebaron n° 3
autopolimerizavel, Acron n°® 8 termopolimerizavel e Acron MC n° 8 polimerizada por
meio de microondas) e submetidos a diferentes testes. Alguns foram colocados na
cavidade oral de individuos saudaveis e outros foram imersos em saliva artificial. Os
discos de resina autopolimerizavel foram colocados na cavidade oral para
estimulacdo da saliva por 5 minutos. Para quantificar o formaldeido liberado, foi
utilizada a andlise de injecdo de fluxo. A quantidade de metacrilato de metila foi
analisada pela cromatografia liquida. Para analise da citotoxicidade, solucbes de
formaldeido ou metacrilato de metila foram misturadas ao meio de cultura contendo
células na concentracéo de 6,0 x 10° células/ml e incubadas & 37°C por 2, 3 e 5 dias.
Os resultados obtidos foram comparados ao numero de células do grupo controle

(células incubadas na auséncia de substancias liberadas pelos discos). Para se
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testar um método que promovesse a liberacdo prévia de formaldeido e de
metacrilato de metila, as técnicas de quantificacdo de produtos toxicos e de
citotoxicidade, descritas anteriormente, foram também aplicadas a discos de resina
autopolimerizavel imersos em 4gua a temperatura ambiente, 20°C ou 50°C por 60
minutos. Os resultados mostraram que ocorreu liberacdo de formaldeido e de
metacrilato de metila em todas as imersées e que o contetdo liberado in vitro foi
maior do que o in vivo. Observou-se também que ha uma maior liberacdo de
produtos pelas resinas autopolimerizaveis do que pelas resinas polimerizadas pelo
calor e por meio de microondas. Em relagdo ao teste de citotoxicidade, tanto o
formaldeido como o metacrilato de metila foram tdxicos as células, porém, o
formaldeido mostrou ser citotoxico em menores concentracdes. A imersao em agua
reduziu a quantidade de subprodutos liberados. Assim, a imersao das proteses de
resina acrilica em agua a 50°C antes da instalacdo, pode diminuir seu potencial
citotoxico.

Lygre et al.*®

(1995) realizaram um estudo com o objetivo de
separar, identificar e quantificar os componentes organicos liberados in vitro de
alguns polimetacrilatos de metila para base de proteses. Dessa forma, corpos-de-
prova de uma resina termopolimerizavel (Vertex 5RS) e duas autopolimerizaveis
(Palpress Vario e Swebond Compact) foram confeccionados de acordo com as
instrucdes dos fabricantes com 50 mm de diametro e 0,5 mm de altura. A resina
termopolimerizavel foi submetida a dois tipos de processamento, um com
temperatura de 100°C por 65 minutos e o outro com temperatura de 80°C por 45
minutos, ambos sob compressdo. A resina autopolimerizavel Palpress Vario foi
processada a uma temperatura de 55°C por 15 minutos e a Swebond Compact a
40°C por 10 minutos, ambas sob compressao de 0,2 MPa. Depois da confeccéo, os
corpos-de-prova foram colocados em solucdo de Ringer (40,5 g de NaCl, 89 g de
KCl, 1,125 g de CaCl2, agua destilada, pH=6,0) por 7 dias ou em etanol por 20 horas
para que ocorresse a liberacdo dos produtos. Varios testes foram utilizados para
identificar e quantificar os produtos liberados pelas resinas, entre eles, a
cromatografia a gas, a espectrometria de massa e a cromatografia liquida. Os
resultados mostraram que varias substancias séo liberadas pelas resina, como 0s
componentes organicos, aditivos e outras substancias incorporadas durante a

manipulagdo ou decorrentes da degradacdo de produtos. Nesse estudo foi
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observado que ha uma relacdo inversa entre a temperatura de processamento e a
guantidade de produtos liberados, ou seja, quanto maior a temperatura de
processamento, menor a quantidade de produtos liberados. Outros estudos
mostraram que as resinas a base de polimetacrilato de metila liberam substancias
como o mondmero metacrilato de metila, 4cido metacrilico, acido benzéico, difenil
benzoato e formaldeido. Porém, os componentes responsaveis pelo efeito citotoxico
das resinas para base de proteses ainda ndo foram totalmente identificados.

Craig®’ (1997) relatou que o nivel de monémero residual é reduzido
a 6,6% apds o processamento de uma resina por 1 hora a 70°C. Apés 0 mesmo
periodo a 100°C, o nivel de mondémero residual € diminuido para 0,31%, indicando,
assim, que o acréscimo de 1 hora a 100°C no ciclo de polimerizacdo deve ser
indicado. Contudo, a temperatura ndo pode chegar a fervura antes que a maior parte
da polimerizagdo tenha sido completada. O autor relatou, ainda, que o
armazenamento de proteses por varios dias em temperaturas acima de 50°C e sem
0 contato com o oxigénio reduz a quantidade de mondémero residual. Havendo
evidéncias de que o metil metacrilato possui pobre biocompatibilidade, todo método

gue visa eliminar ou reduzir o mondémero deve ser realizado.

De acordo com Anusavice'® (1998) o aquecimento das resinas
termopolimerizaveis em temperaturas acima de 60°C faz com que as moléculas de
peroxido de benzoila entrem em decomposicdo formando os radicais livres. Em
seguida, cada radical reage com uma molécula de mondémero disponivel, iniciando o
crescimento da cadeia polimérica, ou seja, iniciando o processo de polimerizagéo.
Nesse caso, o calor é denominado o ativador da reacao e, o peroxido de benzoila, o
iniciador. Segundo o autor, dois ciclos de termopolimerizacdo sdo utilizados com
sucesso: 1) processamento em banho de agua quente com temperatura constante
de 74°C por 8 horas e 2) processamento a 74°C por 2 horas seguido por mais uma
hora a 100°C. A polimerizacdo das resinas acrilicas também pode ser iniciada por
energia de microondas, tendo como principal vantagem a reducdo do tempo de
polimerizacdo, com propriedades fisicas comparaveis aguelas descritas para as
resinas termopolimerizaveis. Além dos métodos mencionados, a ativacao quimica
também pode ser utilizada para iniciar a polimerizacéo das resinas acrilicas por meio
da adicdo de uma amina terciaria ao monémero, a qual promove a decomposicéo do

perdxido de benzoila. Uma das desvantagens das resinas quimicamente ativadas,
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em relacdo as termopolimerizdveis, é a maior quantidade de monémero residual,
resultando na reducdo da resisténcia transversa e comprometendo sua
biocompatibilidade.

Bartoloni et al.®®

(2000) fizeram um estudo com o0 objetivo de
determinar o grau de conversdo de monémero em polimero de resinas acrilicas, com
variacdo da técnica de polimerizacdo. Os autores utilizaram uma resina de ciclo
longo, polimerizada em agua a 74°C por 9 horas (Lucitone 199), uma polimerizada
por meio de microondas a 500 W por 3 minutos (Acron MC) e outra de ciclo rapido,
polimerizada em agua a 100°C por 20 minutos (Accelar 20). Trés corpos-de-prova de
cada resina foram confeccionados, de acordo com as instru¢cées dos fabricantes,
medindo 50 x 50 x 1 mm, servindo a resina Lucitone 199 como grupo controle. Logo
ap6s a demuflagem, os corpos-de-prova foram preparados para analise em
espectrometria infravermelha. Os resultados mostraram que o grau de conversdo da
resina polimerizada por meio do ciclo rapido foi significativamente menor do que as
outras resinas, porém, todos os materiais excederam a conversao de 90%,

indicando um alto grau de conversdo de monémero em polimero.

Sabendo-se que o grau de conversdo de monémero em polimero
influencia as propriedades fisicas das resinas acrilicas, Lee et al.*® (2002) avaliaram
o efeito da temperatura, da pressado e do ambiente de polimerizacdo (agua ou ar),
sobre a quantidade de mondémero residual liberada e sobre a dureza de uma resina
autopolimerizavel (Alike) e de uma termopolimerizavel (Namilon). Para o estudo,
discos de resina foram confeccionados com 17 mm de didmetro e 2 mm de
espessura. Os corpos-de-prova da resina Namilon foram polimerizados em agua em
ebulicdo por 60 minutos e serviram como grupo controle positivo. Os corpos-de-
prova da resina autopolimerizavel foram confeccionados variando-se a temperatura
(24°C ou 50°C), a pressdao (sem pressao ou a 250kPa) e o ambiente em que ocorreu
a polimerizacdo (dgua ou ar). As amostras polimerizadas em condicdo ambiente
(24°C, sem pressdo e no ar), serviram como grupo controle negativo. Apos a
confec¢do, os corpos-de-prova foram armazenados em agua destilada por 7 dias a
37°C para a extracao do monémero residual. Depois desse periodo, a quantidade de
mondmero residual foi determinada por meio da cromatografia liquida de alta
performance. Os resultados mostraram que a resina autopolimerizavel processada

em condicdo ambiente (grupo controle negativo), liberou quantidade de mondémero
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residual significativamente maior do que os outros grupos, com valores de dureza
significativamente menores. Os corpos-de-prova polimerizados em &gua quente
(50°C), com ou sem pressao, produziram menor grau de liberagcdo de monémero
residual com maiores valores de dureza melhorando, assim, as propriedades fisicas

e reduzindo os efeitos citotoxicos das resinas autopolimerizaveis.

Uma vez que os monOmeros residuais liberados por diferentes
resinas sdo considerados potencialmente citotdxicos, Lai et al.*® (2004) verificaram a
citotoxicidade do liquido de uma resina acrilica autopolimerizavel, utilizada para
confeccdo de coroas provisorias e duas resinas acrilicas utlizadas para o
reembasamento de base de préteses. Segundo os seus fabricantes, o monédmero da
resina Alike™ é o metil metacrilato, o da resina Kooliner é o isobutil metacrilato e o
da resina Tokuso Rebase & o 1,6-hexanodiol dimetacrilato. Para a andlise da
citotoxicidade, foram utilizados fibroblastos gengivais humanos e células do
ligamento periodontal. Os resultados demonstraram que todos os mondémeros foram
citotoxicos para ambos os tipos de células e que o 1,6-hexanodiol dimetacrilato foi
mais citotoxicos do que os outros liquidos testados. Os autores relataram que a
citotoxicidade como fator primario da biocompatibilidade € geralmente determinada
por testes in vitro com o uso de cultura de células. Em comparagcdo com os testes in
vivo, 0s testes in vitro sdo mais facilmente controlados, porém ndo podem ser

guantitativamente correlacionados com as situacées clinicas.

Munksgaard* (2004) avaliou a perda dos plastificantes ftalato,
glicolato butil ftalil, benzil benzoate, metil salicilate e benzil salicilate de quatro
materiais de revestimento macios. 0,1% de solucdo aquosa de Triton X-100 foi
utilizada como meio de imersdo, uma vez que a solubilidade do plastificante neste
meio foi proximo ao da saliva. A perda de plastificante foi monitorada até 30 dias
apoOs a mistura. Para dois dos materiais, a quantidade média de ftalato liberado no
primeiro dia excedeu a ingestdo diaria toleravel para um adulto médio. Da mesma
forma, para estes dois materiais, a quantidade média diaria nos primeiros 30 dias de
ftalato liberado foi de 2,2 e 6,6 vezes maior do que o limite, respectivamente. O
acumulado liberado com mais de 30 dias para cada um dos quatro materiais foi de
128-253 mg/g de plastificante. Os resultados indicaram a necessidade de novas

avaliacdes biologicas destes produtos.
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Bayraktar et al.** (2006) avaliaram a influéncia de diferentes
métodos de polimerizacao, tipos de processamento e tempo de armazenamento em
agua sobre o contetdo de mon6mero residual de resinas acrilicas. O mondémero
residual de 120 amostras foi medido por meio de cromatografia liquida de alta
performance. Para as resinas termopolimerizaveis, o menor conteiddo de mondémero
residual foi obtido para o ciclo longo seguido do armazenamento em agua destilada
por 24 horas. Para as resinas autopolimerizaveis, o menor contetddo de monémero
residual foi obtido quando polimerizadas em agua a 60°C e armazenadas em agua
destilada por 24 horas. Para as resinas polimerizadas por meio de microondas, o
menor conteido de monémero residual foi obtido quando foram armazenadas em
agua destilada por 1 més. Os autores concluiram que diferentes métodos de
polimerizacdo e diferentes tipos de processamento tém efeitos sobre o contetdo de
mondmero residual. Além disso, foi demonstrado que o armazenamento em agua
destilada a 37°C € um método simples e eficaz na reducado do mondémero residual.

Com o objetivo de avaliar o mondmero residual liberado de
reembasadores resilientes polimerizados por diferentes métodos, Leén et al.*®
(2008) testaram dois materiais: Ever-Soft polimerizado por banho de agua quente ou
por energia de microondas, e Light Liner polimerizado quimicamente e por luz visivel
(polimerizacéo dual). © monémero residual liberado foi mensurado em 12 espécimes
(40 mm x 10 mm x 0,3 mm) fabricados para cada material e para cada método de
polimerizacdo. Os espécimes foram armazenados em agua destilada por 168 horas
a 37°C, e analisados diariamente por espectrometria ultravioleta. O mondmero
residual liberado em relacdo ao tempo foi determinado por analise de regressao
polinomial. Os resultados mostram que o0 monémero residual liberado em 168 horas
de teste (ug/cm2) em espécimes polimerizados por banho de agua quente foi
significativamente maior que em espécimes processados por energia de
microondas. Ever-Soft mostrou uma reducdo na liberacdo de mondémero residual
com o tempo, tendendo a se estabilizar em 96 horas. Light Liner continuou a liberar
mondmero com o tempo. Os autores concluiram que Ever-Soft pode ser
polimerizado por energia de microondas. Os valores de monémero residual liberado
foram baixos e os niveis de monémero diminuiram com o tempo.

44
l.

Urban et al.™ (2009) avaliaram o efeito do banho de a4gua a 55°C

durante 10 minutos sobre o conteiddo de mondémero residual, grau de conversao,
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resisténcia flexural e dureza de quatro resinas reembasadoras: Kooliner e New
Truliner (mondémeros monofuncionais), Ufi Gel Hard e Tokuso Rebase Fast
(monémeros bifuncionais). Para avaliar o conteddo de mondémero residual foram
confeccionadas 12 amostras, em forma de discos, de cada material e estas foram
armazenadas em saliva artificial a 37°C. O mondmero residual e os plastificantes
liberados foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). O
grau de conversdo das resinas foi avaliado utilizando espectroscopia FT-Raman.
Para esta andlise 10 amostras de cada material foram confeccionadas. Os
resultados mostraram que o banho de agua produziu uma diminuicdo significativa na
guantidade de mondmero residual e plastificantes liberados em relagdo ao grupo
controle. O banho de dgua aumentou o grau de conversdo das resinas Kooliner e
Tokuso Rebase Fast e a dureza das resinas New Truliner, Kooliner e Tokuso
Rebase Fast. Somente a resina Kooliner mostrou aumento na resisténcia a flexao
apo0s o banho de agua. Os autores sugeriram que clinicamente a imersao de
préteses reembasadas em agua a 55°C por 10 minutos poderia reduzir a quantidade
de componentes residuais melhorando, assim, as propriedades mecanicas e

biologicas de alguns dos materiais avaliados.

2.2 Avaliacdo da citotoxicidade

Leirskar e Helgeland® (1972) realizaram um experimento com o
objetivo de estabelecer um teste de biocompatibilidade de alguns materiais
dentarios, utilizando cultura de células. Foram avaliados o crescimento celular
préximo ao material, a adesdo e o crescimento na superficie do material apos longo
periodo de contato. Foram preparados corpos-de-prova, na forma de discos com 30
mm de didmetro e 1 mm de espessura dos seguintes materiais: liga de ouro
(Gamma cast golg), amalgama de prata (DAB Standard Alloy), amalgama de cobre
(Silbrin), duas resinas acrilicas termopolimerizaveis (QC 20 e Bliodent), cimento de
silicato (Bio-Trey 9) e resina composta Addent 12. Com excecao da liga de ouro, 0s
discos foram avaliados ap0s 6 dias da confeccéo. Para a esterilizacdo dos discos, 0s
mesmos foram lavados em agua destilada e tratados com atmosfera com 15% de
oxido de etileno no ar por 30 minutos, menos os discos de cimento de silicato, que

foram enxaguados em meio estéril contendo antibiéticos para evitar a desidratacéo e
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rachaduras. Discos de poliestireno foram utilizados como grupo controle. Os discos
foram, entdo, colocados no centro de placas de Petri (100 mm x 20 mm)
esterilizadas. Em seguida, 2 x 10° células e 25 ml de meio de cultura foram
transferidos para cada placa e armazenados a 37°C com atmosfera com CO; no ar.
As células utilizadas foram fibroblastos de hamster (L 929) e células epiteliais
humanas (NCTC 2544) propagadas em meio de cultura Eagle acrescido de 10% de
soro fetal bovino. Para andlise do crescimento celular, as células foram contadas e
realizou-se a estimativa do conteido de DNA em dois momentos: 1- no meio de
cultura que foi removido das placas de Petri contendo os discos ap6s 1, 3 e 6 dias e
2- nas células desprendidas dos corpos-de-prova apoOs tratamento com tripsina
(utilizada para desprender as células aderidas em alguma superficie). Os resultados
desse estudo mostraram que as resinas acrilicas e a liga de ouro nao inibiram o
crescimento celular ao redor dos discos. Porém, o crescimento na superficie dos
discos de resina foi menor do que o grupo controle para os fibroblastos de hamster
apos 24 horas de incubacgéo e para os outros periodos o crescimento foi similar ao
grupo controle. Ao redor dos discos de cimento de silicato houve uma inibicdo do
crescimento de fibroblastos de hamster, sendo significativamente mais baixo apos 3
dias provavelmente devido a liberacdo de acido fosférico. Apds 6 dias, porém, nao
houve diferenca significativa em relagéo ao grupo controle. O crescimento celular na
superficie dos discos de silicato também foi inibido em relacdo ao grupo controle,
assim como a sintese de DNA. Tanto para o amalgama de prata como para o de
cobre néo foi encontrada inibicdo do crescimento celular ao redor dos discos, porém,
na superficie dos mesmos, o efeito citotoxico foi observado. Ao redor dos discos de
Addent 12, o crescimento celular foi significativamente reduzido para ambos o0s tipos
de células e a quantidade de DNA obtida, apés 6 dias de incubacéo, foi de 50 a 70%
do grupo controle. Os autores concluiram que o presente método € uma técnica
simples para contagem das células e avaliacdo da adesdo celular nos materiais
dentarios. O mais importante aspecto do método de cultura de células, porém, € a
possibilidade de estudar o mecanismo de interacdo entre o material dentario e as
células, tanto para a adesdo como para avaliar o efeito das substancias liberadas

sobre o metabolismo celular.

Wennberg*® (1986) realizou uma revisdo de literatura com o objetivo

de analisar diferentes métodos de citotoxicidade e discutir alguns problemas a eles
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relacionados. Em relacdo aos materiais testados, sédo possiveis dois tipos de contato
com as células: o contato direto da substancia insoltvel ou solivel em agua por
meio da obtencado de extratos e o contato indireto por meio da utilizagdo de agar ou
membranas Millipore, chamados de intermediarios permeéveis. Quando da
utilizacéo de extratos para a realizacao dos testes de citotoxicidade, o autor relatou a
importancia de se controlar os fatores que influenciam nos resultados de obtencéo
dos mesmos, tais como o tipo e o volume do meio, a area do corpo-de-prova, 0
tempo e a temperatura para a extracdo. O meio para a extracdo pode ser agua
destilada, solucéo salina ou meio de cultura com ou sem soro fetal. A quantidade do
material testado colocado para a obtencdo do extrato pode ser expressa em
tamanho ou em peso e a concentracdo do extrato depende da relagdo entre a
superficie do corpo-de-prova e o0 volume do meio utilizado. A temperatura
geralmente utilizada é de 37°C e o tempo para a obtencdo do extrato varia entre 1
hora e 2 semanas. Na sua revisdo de literatura, o autor relatou ainda, que diferentes
parametros podem ser usados para verificar a citotoxicidade dos materiais, tais
como o crescimento celular, alteracdo do metabolismo, permeabilidade e lise celular.
O crescimento celular pode ser analisado por meio de contagem de células ou
verificagdo da formacdo de colbnias. Ja as funcbes metabdlicas podem ser
verificadas por meio da analise da sintese de DNA, respiracao celular, alteracdo da
atividade enzimatica ou pela verificacdo da producdo de lactato. Contudo, o autor
concluiu que os testes de citotoxicidade sdo simples, rapidos e, a maioria, nao
requer equipamento especializado. Além disso, destacou a importancia dos testes
de citotoxicidade iniciais em cultura de células, em animais e dos estudos clinicos

para a verificacao da citotoxicidade dos materiais dentarios.

Hensten-Pettersen’® (1988) realizou uma reviséo de literatura com o
objetivo de comparar os métodos que avaliam a citotoxicidade dos materiais
dentarios. O autor relatou que diferentes métodos podem ser usados para monitorar
os efeitos citotoxicos, como a inibicdo do crescimento celular, a citélise, as
modificacbes na membrana ou no citoplasma e as alteragdes na atividade
metabdlica. Além disso, explicou que os testes de citotoxicidade podem ser divididos
em iniciais, 0os quais envolvem o método de cultura de células, testes secundarios,
que incluem os estudos com implantacdo dos materiais testados em tecidos

subcutaneos, testes de sensibilidade e irritacdo da membrana mucosa e o0s testes
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pré-clinicos, que verificam a irritacdo pulpar e os implantes dentais. Dentre os testes
utilizados para a analise da citotoxicidade dos materiais dentarios, temos o método
de incorporacdo de *H-timidina, o qual mede a sintese de DNA das células viaveis.
Muitos testes de citotoxicidade s&o realizados por meio da utilizagcdo de extratos,
obtidos a partir do contato entre as amostras dos materiais e o meio de cultura.
Quando da obtenc&o de extratos, o autor relatou alguns dos fatores que podem
influenciar nos resultados, como o tempo e a temperatura para a extracdo e a média
entre o volume do meio e a superficie do corpo-de-prova. Contudo, o autor concluiu
gue alguns materiais dentarios apresentaram-se téxicos em alguns estudos e nao
toxicos em outros, dependendo das condi¢cdes em que os testes foram realizados,
mostrando, assim, a necessidade da padronizacao dos testes de citotoxicidade.

Okita e Hensten-Pettersen*’ (1991) avaliaram a citotoxicidade dos
condicionadores de tecido, classificados como metacrilatos e similares as resinas
para base de proteses convencionais. Para isso, foram confeccionados corpos-de-
prova de quatro condicionadores de tecido (Coe Comfort, GC Soft-Liner, Kerr FITT e
Visco-Gel) com 12 mm de diametro e 2 mm de espessura, em condi¢cdes assépticas
e de acordo com as instrucbes do fabricante. Os corpos-de-prova foram
armazenados em meios de cultura Eagle sem soro fetal bovino ou antibiéticos por 1
hora, 24 horas, 8 e 15 dias a temperatura de 37°C. Paralelamente, fibroblastos de
hamster (L929) foram propagados em Eagle suplementado com bicarbonato, 5% de
soro fetal bovino, 100 pug/ml de penicilina, 100 IU/ml de estreptomicina e 1,25 pg/mi
de anfotericina B. Depois de dois dias de incubacdo, foi adicionado agar para
solidificacdo do meio. Apds a solidificacdo, os corpos-de-prova foram colocados
sobre a superficie do agar. A esse conjunto foram adicionadas as amostras
contendo as substancias liberadas pelos condicionadores. Apos 24 horas de
incubacdo a 37°C em umidade atmosférica de 4% de CO2, as culturas foram
examinadas no microscoépio invertido analisando-se a lise e alteracdes celulares.
Discos de polietileno foram utilizados como grupo controle negativo e de
polivinilclorido como positivo. Como resultado, foi observado que o grupo controle
negativo ndo causou alteracbes morfologicas nas células e que o positivo causou
severa lise e alteracdo celular. Todos os condicionadores utilizados nesse estudo

foram toxicos as células e, no periodo de 15 dias, ndo houve diminuicéo significativa
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da citotoxicidade, periodo esse que ndo excede a recomendacgdo para a aplicacao

clinica dos condicionadores.

Pelo fato dos testes de citotoxicidade in vitro apresentarem um
grande numero de métodos e materiais, as normas da International Standard
Organization (ISO) 10993-5% (1992) padronizam esses testes e selecionam o
método para andlise da citotoxicidade mais apropriado para cada material testado.
Com isso, trés categorias de testes foram listadas: o teste que utiliza extratos, o
teste onde h& o contato direto do material testado com as células utilizadas e o teste
onde o contato é indireto, por meio da difusdo em agar ou filtros Millipore. Os
diferentes métodos que avaliam a citotoxicidade dos materiais testados podem ser
agrupados em categorias de acordo com o tipo de andlise, tais como a avaliacédo
dos danos pela morfologia celular, medida das células danificadas, medida do
crescimento celular e medida de aspectos especificos do metabolismo celular. Os
grupos controle negativo e positivo sdo bem definidos nessas normas, sendo o
primeiro responsavel por ndo provocar citotoxicidade, como, por exemplo, discos de
polietleno e o0 segundo responsavel por promover a citotoxicidade, como o
polivinilclorido. Quando da producéo de extratos, alguns tempos e temperaturas sédo
recomendados, sendo que na temperatura de 37°C, o tempo nao deve ser menor do
gue 24 horas. Além disso, a média entre a superficie do corpo de prova e o volume
do meio utilizado para a extracdo deve estar entre 6 cm?ml e 0,5 cm?/ml. O tipo de
célula L 929 €& uma das linhagens recomendadas pela ISO 10993-5 para a
realizacdo dos testes de citotoxicidade. Contudo, a citotoxicidade dos materiais
testados pode ser determinada quantitativamente, por meio da verificagdo do
namero de coldnias, proliferacdo ou inibicdo celular ou qualitativamente, pela
utilizacdo da microscopia, onde sdo observadas a morfologia, vacuolizacdo e lise

celular.

Silicones para impressao dentaria sdo utilizados para gravar a
geometria dos tecidos moles e duros. Eles sdo considerados dispositivos médicos e
a avaliacdo da citotoxicidade € um passo necessario para testar sua

biocompatibilidade. Por isso, Ciapetti et al.*

(1998) avaliaram a citotoxicidade de
seis silicones de adicdo e seis silicones de condensacédo usando as células L929. A
citotoxicidade foi avaliada por trés métodos diferentes: captacédo de vermelho neutro,

coloragcdo por iodeto e coloracdo de amido preto. De acordo com 0S ensaios
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especificos selecionados, o contato entre células e extratos de cada material foi
mantido por 24 horas na primeira parte dos experimentos, em seguida, considerando
que, em aplicacdo in vivo destes materiais € restrita h& alguns minutos,
experimentos adicionais foram realizadas ap6s 1 hora de contato entre células e
extrato. A andlise dos resultados mostrou que os silicones por adicdo ndo foram
toxicos, mesmo quando testados apos exposicdo prolongada das células, enquanto
gue os silicones de condensacao foram considerados citotéxicos apds 24 horas de
incubacdo. No entanto, o dano ao paciente realmente poderia ser desprezivel,
considerando seu pouco tempo de exposi¢cao in vivo. Este aspecto foi suportado
pela descoberta de que a maioria dos materiais testados nédo foi toxica apds 1 hora
de contato com as células. Os autores sugeriram que as condi¢cbes experimentais
dos testes de citotoxicidade séo relevantes para a situacao in vivo, por conseguinte,

o tempo de exposicao deve ser concebido com cuidado.

Com o objetivo de verificar a concentracdo de mondémero residual e
de metacrilato de metila liberados por diferentes resinas acrilicas comercialmente
disponiveis, assim como determinar a sua citotoxicidade, Kedjarune et al.>® (1999)
realizaram um estudo utilizando trés resinas autopolimerizaveis (Takilon, Tokuso e
Meliodent) e trés termopolimerizaveis (Rodex, Trevalon e Meliodent). Para isso, 15
corpos-de-prova de cada material foram obtidos, de acordo com as instru¢des dos
fabricantes, com 8 mm x 35 mm x 3 mm, tendo sido 10 utilizados para determinar a
concentracdo de mondmero residual imediatamente apds a confeccdo e 5 colocados
em tubos contendo saliva para analise do metacrilato de metila liberado pelo método
da cromatografia a gas. Para o teste de citotoxicidade, meio de cultura contendo
fibroblastos gengivais humanos foi misturado com solu¢cdes de metacrilato de metila
em diferentes concentracdes e a viabilidade celular foi verificada pelo ensaio MTT.
Os resultados mostraram que todas as resinas testadas apresentaram contetudo de
mondmero residual e que sua quantidade ndo depende apenas do tipo de
polimerizacdo, mas também da proporcdo pé-liqguido e do método de
processamento. Quanto maior a quantidade de liquido adicionada a mistura, maior
foi a quantidade de monbémero residual. Além disso, quando o tempo de
polimerizacdo foi aumentado, a quantidade de monémero foi reduzida. Em relacéo
ao teste de citotoxicidade, observou-se que quanto maior a concentracdo de

metacrilato de metila na solu¢cdo, maior é o seu efeito citotoxico. Outros estudos
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mostraram que para uma concentracdo de 10 pg/ml de células epiteliais ou
leucécitos, o metacrilato de metila foi citotoxico apds 1 minuto de incubacgéo e, apos
30 minutos, a maioria das células estava totalmente desintegrada.

Tang et al.?®

(1999) compararam diferentes metodologias que
avaliam a citotoxicidade dos materiais resinosos. Para isso, corpos-de-prova de
alguns materiais resinosos foram confeccionados, de acordo com as instrugdes dos
fabricantes, medindo 2 mm de espessura e 8 mm de diametro, os quais foram
divididos em dois grupos: 1) corpos-de-prova com remocéo da camada de inibicdo
de oxigénio com acetona 99% e 2) corpos-de-prova sem remoc¢ado da camada de
inibicAo de oxigénio. As amostras de cada grupo foram expostas a cultura de
fibroblastos gengivais humanos por meio do contato direto (corpos-de-prova
colocados sobre as células e células colocadas sobre os corpos-de-prova) ou por
contato indireto (corpos-de-prova colocados sobre membranas contendo poros e
células em contato com os extratos dos corpos-de-prova). Discos de vidro estéreis,
com as mesmas dimensdes das amostras em resina serviram como grupo controle
negativo para cada grupo experimental acima descrito. Para a analise da
citotoxicidade, trés testes foram realizados apos 1, 3 e 6 dias de exposicao: teste
MTT, que avalia a viabilidade celular por meio da atividade mitocondrial, teste do
vermelho neutro, que avalia o numero de células mortas e o teste que avalia a
viabilidade celular pela sintese de DNA por meio da incorporacdo de um
radiois6topo (*H-timidina). Os autores observaram que o contato direto dos discos de
vidro com os fibroblastos causaram inibicdo do crescimento em comparacédo com as
células cultivadas em contato indireto, tanto para o teste MTT como para o teste da
incorporacdo de °H-timidina. Dessa forma, os autores concluiram que, apesar da
necessidade do grupo controle, o contato direto dos discos de vidro com as células
pode influenciar na viabilidade celular, ndo pela liberacdo de substancias toxicas,
mas sim por fatores fisicos. Além disso, os resultados mostraram que a remocéao da
camada de inibicdo de oxigénio dos corpos-de-prova reduziu a citotoxicidade dos
materiais. O estudo mostrou, também, que o teste da incorporacéo de *H-timidina foi
mais sensivel do que o teste MTT. Assim, 0s autores concluiram que a utilizacao de
diferentes métodos fornece informacdes mais completas sobre a citotoxicidade dos

materiais resinosos.
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Wagner et al.>* (1999) compararam em seu estudo que diferentes
métodos para a andlise da proliferacdo de linfocitos caninos, descreveram o teste
MTT como sendo um método capaz de identificar a viabilidade celular por meio da
enzima desidrogenase succinica, porém, ndo se mostrou preciso na identificacéo da
proliferacdo de linfécitos caninos, sendo eficaz para isso, o teste da incorporacéo de
*H-timidina. Além disso, os autores citaram algumas desvantagens do teste °H-
timidina, como a necessidade de um equipamento especial de alto custo e a
utilizacdo de uma material radioativo e que, apesar disso, tal teste tem sido
amplamente utilizado na determinacéo da proliferacéo celular.

Sabendo-se que a morte celular por apoptose € um processo ativo e
fisioldgico caracterizado por fragmentacdo nuclear, condensac¢do da cromatina e
preservacao da integridade estrutural na auséncia de reacao inflamatéria e que a
morte celular por necrose é um processo degenerativo caracterizado pela ruptura da
membrana plasmatica e liberacdo das organelas na presenca de reacgao
inflamatéria, Cimpan et al.> (2000) determinaram a capacidade de inducdo de morte
celular por necrose e/ou apoptose de alguns polimeros a base de polimetil
metacrilato. Para isso, foram confeccionados corpos-de-prova com 50 mm de
diametro e 0,5 mm de espessura, em condicbes assépticas e de acordo com as
instrucdes dos fabricantes, das resinas para bases de proteses termopolimerizaveis
Vertex RS, Superacryl e Superacryl New e das resinas acrilicas autopolimerizaveis
Vertex SC, Quick SR, Duracryl e Duracryl New. Imediatamente ap0s a confeccéo, 0s
corpos-de-prova foram colocados em placas de Petri, de 60 mm de diametro,
juntamente com meio de cultura Eagle e armazenados por 24 ou 48 horas a 37°C
para a obtencao de extratos. As médias entre massa de corpo-de-prova e volume de
meio de cultura utilizado para a extracdo das substancias possivelmente toxicas
foram de 0,2 g/ml, 0,4 g/ml e 0,8 g/ml. Meio de cultura Eagle, incubado sob as
mesmas condicfes serviram como grupo controle negativo. Para os testes de
citotoxicidade, células L 929 foram cultivadas em meio de cultura Eagle acrescido de
antibioticos e soro fetal bovino. Os efeitos das substancias testadas foram avaliados
por meio de microscopia eletrbnica, contagem de coldnias e verificacdo do
comprometimento de DNA por meio do teste Annexin V-FITC, o qual determina o
tipo de morte celular. Para a contagem de col6nias, as células L 929 foram

propagadas sobre os discos de resina imersos em meio de cultura Eagle, de acordo
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com as proporgdes entre massa e volume ja mencionadas, ou em contato com o0s
extratos previamente obtidos, tendo sido armazenadas por 10 dias. Para a
realizacdo do teste com Annexin V-FITC, as células L 929 foram propagadas em
placas de 24 orificios em contato com o0s extratos obtidos, coradas com o corante
propidium iodide, o qual marca o DNA das células e armazenadas por 24 e 48 horas,
possibilitando a verificagdo da redugdo do DNA das células mortas por apoptose. As
células aderidas nos corpos-de-prova e as que cresceram em contato com 0s
extratos obtidos foram fixadas para analise em microscopia eletrénica. Por meio da
contagem de coldnia, os resultados mostraram que quanto maior a média entre a
massa do corpo-de-prova e o volume do meio, maior € a citotoxicidade do material
testado, tendo sido as resinas autopolimerizaveis mais tOxicas dos que as
termopolimerizaveis. A ordem dos materiais testados do mais toxico para o0 menos
toxico verificada foi Duracryl > Duracryl New > Quick SR > Supracryl > Vertex SC >
Supracryl New > Vertex RS. Além disso, observou-se que o contato direto entre as
células e os discos de resina provoca maior reducdo do numero de coldnias. Na
média de 0,8 g/ml, observou-se maior niumero de morte celular por apoptose ou por
necrose em relacdo as outras proporcoes utilizadas. Para todas as resinas acrilicas
testadas e em todas as proporcdes utilizadas entre massa do corpo-de-prova e
volume do meio foi verificado maior niumero de morte celular por apoptose em
relacéo aos outros padrdes, fato confirmado pela microscopia eletrénica. Os autores
relataram a importancia da verificacdo do padrao de morte celular, uma vez que a
morte por necrose induz inflamacédo e injurias no tecido. Dessa forma, uma reacao
mais severa do tecido pode ocorrer quando o material testado in vitro provocar morte

celular por necrose.

Imazato et al.?” (2000) utilizaram o teste da incorporacdo do
radiois6topo *H-timidina para a andlise dos efeitos citotéxicos de alguns compésitos
a base de mondémeros mostrando, assim, a ampla utilizacdo deste teste na
determinacdo da proliferacdo celular. A incorporacdo da substancia radioativa ao
material genético ocorre apenas nas células que estdo em proliferacdo. Dessa
forma, uma inibicdo do crescimento pode ser verificada por meio da comparacao

com o grupo controle.

Métodos de impedancia séo rotineiramente utilizados para estimar a

concentracdo de bactérias vidveis numa cultura. Upadhyay e Bhaskar?® (2000)
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adaptaram um método de impedancia para acompanhar o crescimento de linfocitos.
Neste método, linfécitos foram cultivados em micro-pocos modificados com éxido de
indio-titAnio transparente revestidos de eletrodos na parte inferior. O ensaio foi
totalmente automatizado e nédo envolvia a manipulagdo de substancias radioativas.
Como o método utilizou um procedimento ndo destrutivo da proliferacéo, as células
poderiam ser usadas para outros estudos apos o ensaio. Devido ao monitoramento
em tempo real de proliferacdo, os resultados foram ser obtidos no prazo de 30
horas, e informacdes adicionais, tais como a taxa de proliferacdo e da taxa limitar no
tempo zero podem também ser calculado instantaneamente. De acordo com o0s
mesmos autores, varios testes tém sido utilizados para determinar a viabilidade
celular, apesar de possuirem algumas limitacbes. O teste da incorporacdo de 3H-
timidina apresenta como desvantagem a utilizacdo de uma substancia radioativa e o
teste MTT, apesar de simples, apresenta pobre resolucdo em comparacdo aos

outros testes.

Costa®® (2001) descreveu uma metodologia de pesquisa para
avaliacdo da citotoxicidade dos materiais odontologicos baseada na contagem de
células, no metabolismo celular (teste MTT), na verificagdo do halo de inibicdo e na
morfologia celular por meio da utilizacdo da microscopia eletrénica de varredura.
Sabendo-se que os testes de citotoxicidade podem ser divididos em iniciais,
secundarios e pré-clinicos, o autor destacou que o0s resultados dos testes iniciais
apresentam limitacdes quanto a sua correlacdo direta com a situacdo clinica, porém
sdo muito importantes porque fornecem um rapido e consistente resultado com
relacéo a sua atividade biolégica. Além disso, grupos controle negativos e positivos
sédo fortemente recomendados para que se faca a comparacdo com o0s resultados
dos materiais em teste, tendo sido classificados os materiais, de acordo com a sua
citotoxicidade, em ndo toxico, discretamente tdxico, toxico e severamente toxico. O
autor relatou, ainda, algumas vantagens e desvantagens dos testes de
citotoxicidade. Dentre as vantagens, a possibilidade de tornar a metodologia dos
testes padronizados reproduzivel em diversos laboratdrios de diferentes paises,
permitindo a comparacdo dos resultados obtidos. Outra vantagem do teste de
citotoxicidade in vitro, quando comparado as investigacdes in vivo, € que os testes
laboratoriais possibilitam a obtencdo de resultados mais confidveis devido a rara

possibilidade de interferéncias técnicas. Além disso, o autor destacou que, apesar
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dos resultados obtidos a partir de testes de citotoxicidade n&o poderem ser de
imediato extrapolados para as condi¢fes clinicas, foi relatado na literatura algum
grau de correlacdo entre a citotoxicidade dos materiais in vitro e o efeito irritante in
vivo, além de serem importantes para determinar o comportamento biolégico dos
materiais odontolégicos.

Lefebvre et al.>

(2001) determinaram a efetividade da adicdo de um
antifingico, que contém triclosan (Microban), em um material para base de prétese
(PermaSoft) na inibicdo do crescimento de C. Albicans, bem como o seu efeito
citotoxico. Para isso, foram confeccionados corpos-de-prova de PermaSoft, de
acordo com as instrugbes do fabricante, com 5 mm de diametro e 1 mm de
espessura, com ou sem Microban. Para determinar a citotoxicidade do material, uma
suspensao de fibroblastos de hamster foi colocada em cada orificio de uma placa
com 24 orificios. Sobre as células, foram colocados os corpos-de-prova, com ou sem
Microban, imediatamente apds a confeccdo ou apds cinco dias de armazenamento
em saliva artificial. As células foram, entdo, incubadas por 48 horas a 37° C em
estufa contendo 5% de CO,. Células cultivadas em meio de cultura, sem entrar em
contato com os discos, serviram como grupo controle negativo. Apés o periodo de
incubacéo, a atividade da enzima desidrogenase succinica foi analisada por meio do
teste MTT, determinando, dessa forma, a citotoxicidade de cada grupo experimental.
Para a verificacdo do crescimento do fungo sobre a superficie dos corpos-de-prova,
0os mesmos foram contaminados com C. Albicans e a formacdo de coldnias foi
avaliada. Apesar do grupo controle apresentar maior densidade Optica e, portanto,
maior nimero de células viaveis, os resultados mostraram que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos experimentais e controle, em relacéo a

citotoxicidade do material testado.

Huang et al.>® (2001) avaliaram a compatibilidade de trés diferentes
extratos de resina para base de prétese e compararam os efeitos citotoxicos destes
materiais em linhagem de células do epitélio oral humano (KB) e em fibroblastos
orais humanos primarios derivados de mucosa bucal. Os extratos dos espécimes de
resinas polimerizadas por calor, resinas autopolimerizaveis e resinas polimerizadas
por luz, foram obtidos em meio de cultura por 1, 3 e 5 dias. A citotoxicidade foi
avaliada utilizando o ensaio da reducdo do brometo de tetrazolio (MTT). Os extratos

obtidos a partir das resinas para base de prétese autopolimerizaveis,
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termopolimerizaveis e polimerizadas por luz foram citotoxicas para a cultura dos
fibroblastos orais humanos e para as células KB quando comparadas ao controle. A
resina autopolimerizavel foi considerada a mais toxica dos materiais para base de
prétese analisados para as duas culturas de células e a polimerizada por luz foi a
menos citotoxica. Os autores concluiram que 0os materiais testados e 0s sistemas de
cultivo celular influenciam nos testes de citotoxicidade. Os autores ainda afirmaram
que a utilizacdo de células primérias e permanentes € recomendada para uma
melhor andlise dos efeitos citotoxicos das resinas para base de prétese.

Thonemann et al.*®

(2002) avaliaram o uso adequado de células
utilizadas nos testes de citotoxicidade de materiais restauradores dentais com o
objetivo de verificar a relevancia clinica dos resultados desses testes. Foram
comparadas as respostas citotoxicas de células primarias, derivadas de papila
dental de bovino (CPC), com duas linhagens de células secundarias, derivadas
destas células primarias (tCPC B e tCPC E) e com fibroblastos de ratos (L929),
comercialmente adquiridos, ap0s exposicdo a varios compostos de resina por 24
horas. A citotoxicidade foi avaliada mediante o teste MTT. Os autores verificaram o
efeito citotoxico dos compostos de resina nos quatro tipos de células, porém, a
sensibilidade foi menor para as células CPC e maior para as células L929. A
diferenca da sensibilidade entre as células sugere a presenca de propriedades
especificas estruturais e funcionais relevantes nos teses em vivo.

Jorge et al.”’

(2003) escreveram um artigo revisando a literatura
publicada entre os anos de 1973 e 2000, sobre a citotoxicidade de materiais para
base de proteses comparando diferentes tipos de resinas, diferentes métodos e
diferentes ciclos de polimerizacdo. Em resumo, os autores relataram que as resinas
autopolimerizaveis sdo mais citotoxicas do que as termopolimerizaveis que, por sua
vez, sd0 mais citotoxicas do que as polimerizadas por meio de microondas. Em
relacéo ao ciclo de polimerizacéo, os autores observaram nos estudos avaliados que
a quantidade de monémero residual, bem como a citotoxicidade, pode ser diminuida
com o ciclo de 7 horas a 70°C seguido de 1 hora a 100°C. Além disso, os autores
relataram que outros fatores podem influenciar na citotoxicidade desses materiais,

como a proporcao po/liquido e o armazenamento das amostras em resina em agua.

Com a proposta de comparar os efeitos de tratamentos térmicos na

citotoxicidade de trés resinas para bases de préteses Jorge et al.’® (2004)
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analisaram o teste de incorporacéo de *H-timidina e o teste MTT. Para a anélise do
efeito citotoxico das substancias liberadas pelos corpos-de-prova, foram obtidos
extratos das substancias hidrossollveis dessas amostras. Para isso, trés corpos-de-
prova de cada grupo experimental, apés terem recebido os tratamentos térmicos,
foram colocados dentro de tubos de ensaio com 9 ml de meio de cultura Eagle e
incubados a 37°C por 24 horas. Durante esse periodo de incubacao, as substancias
provavelmente toxicas sdo difundidas para o meio de cultura, formando, assim, os
extratos a serem utilizados nos testes de citotoxicidade. Um tubo de ensaio
contendo apenas 9 ml de meio de cultura foi armazenado sob as mesmas
condi¢cdes, servindo, assim, como grupo controle negativo. Os resultados desse
estudo mostraram que as substancias liberadas das trés resinas testadas foram
mais citotoxicas para as células L 929 quando comparadas ao controle negativo no
teste de incorporacdo de >H-timidina. Os tratamentos térmicos ndo reduziram a
citotoxicidade dos materiais avaliados. O teste de incorporacdo °*H-timidina
classificou os materiais como discretamente citotoxicos, e o MTT, como nao
citotoxicos sendo, portanto, considerado menos sensivel.

Jorge et al.*

(2004) realizaram uma revisdo de literatura com o
objetivo de elucidar diferentes testes de citotoxicidade para alguns materiais
dentarios. Com isso, os autores concluiram que os testes de citotoxicidade utilizando
0 método da cultura de células sdo muito importantes, pois determinam o
comportamento biolégico dos materiais dentarios e/ou de seus componentes e que
os testes de citotoxicidade podem ser realizados utilizando-se varias metodologias,
porém todas devem ser regulamentadas e padronizadas para serem reproduzidas
em qualquer laboratorio.

Park et al.®®

(2004) determinaram a influéncia da termociclagem
sobre as alteracbes do moddulo de elasticidade e cor, bem como sobre a
citotoxicidade de condicionadores de tecido. Para o estudo, os autores utilizaram
trés reembasadores resilentes de curto prazo a base de resina acrilica (Coe Comfort
(CCM), Coe Soft (CST) e Soft Liner (SFL)), e um reembasador de longo prazo a
base de silicone (Tokuso Soft Liner (TSL)), servindo como grupo controle. Os testes
foram realizados antes e apds termociclagem de 500, 1000, 1500 e 2000 ciclos.
Para avaliacdo da citotoxicidade, apdés a termociclagem, os corpos-de-prova foram

colocados em meio de cultura por 24 horas, e o teste MTT foi realizado. Os autores
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concluiram que, embora a citotoxicidade tenha diminuido depois de repetidos ciclos
térmicos, os reembasadores resilientes de curto prazo devem ser utilizados dentro

de um tempo limitado em funcao das alteragdes significativas de suas propriedades.

Sabendo-se que a polimerizagdo complementar em microondas ou
em banho de agua pode diminuir a quantidade de mondmero residual e, portanto,
diminuir a citotoxicidade das resinas acrilicas, Campanha et al.®* (2006) objetivaram
avaliar o efeito da polimerizagdo complementar em microondas ou em banho de
agua aquecida sobre a citotoxicidade de seis reembasadores diretos (Tokusso
Rebase Fast, Ufi Gel Hard, Duraliner, Kooliner, New Truliner e Light Liner). Para o
desenvolvimento do estudo, corpos-de-prova das resinas acrilicas testadas foram
confeccionados, na forma de disco, em condi¢Bes assépticas e de acordo com as
instrucdes dos fabricantes. Logo apdés a confec¢cdo, as amostras receberam
tratamento em microondas, a seco, ou tratamento em banho de agua aquecida. Em
seguida, foram obtidos extratos dessas amostras para a realizacdo dos testes de
citotoxicidade. Os resultados mostraram que o teste de incorporacéo de *H-timidina
foi mais sensivel do que o teste MTT. Além disso, os autores verificaram que o
tratamento em banho de agua inibiu a proliferacdo celular para os materiais Tokuso
Rebase Fast, New Truliner e Light Liner. Ja o tratamento em microondas, houve
também aumento da citotoxicidade dos materiais Kooliner, New Truliner e Light
Liner. Os autores concluiram que, para o teste de incorporacdo do radioisétopo, a
polimerizacdo complementar em microondas ou em banho de agua aquecida

diminuiu a citotoxicidade da resina acrilica Ufi Gel Hard.

Muitos autores tém discutido o processo de polimerizacdo das
resinas acrilicas em relacdo a conversdo do monémero em polimero devido a sua
importancia na melhora da biocompatibilidade e das propriedades fisicas. Para
assegurar a utilizacdo desses materiais, testes preliminares de citotoxicidade in vitro
tém sido desenvolvidos para avaliagdo da biocompatibilidade. Um dos ensaios
biolégicos sugeridos para a analise da citotoxicidade é o teste de incorporacéo de
®H-timidina, o qual mede o nimero de células por meio da sintese de DNA. Jorge et
al.®? (2006) avaliaram, por meio deste teste, a citotoxicidade de duas resinas
acrilicas para base de préteses submetidas ao tratamento térmico em microondas e
em banho de agua ap0s a polimerizacédo. Nove corpos-de-prova em forma de discos

(10 x 1 mm) foram confeccionados com as resinas acrilicas Lucitone 550 e QC 20 de
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acordo com as instru¢gBes dos fabricantes, e foram armazenados em agua destilada
a 37°C por 48 horas. Os corpos-de-prova foram divididos em trés grupos: 1)
tratamento em forno de microondas por 3 min a 500 W; 2) tratamento em banho de
agua a 55°C por 60 min; e 3) sem tratamento térmico. Extratos foram preparados
pela colocacdo de 3 discos em tubos de ensaio estéreis com 9 mL de meio de
cultura Eagle e incubacédo a 37°C por 24 horas. O efeito citotoxico dos extratos foi
avaliado utilizando o teste de incorporacéo de *H-timidina. Os resultados indicaram
gue os componentes liberados pelas resinas foram citotoxicos para as células L929
exceto para as amostras tratadas em banho de dgua. Em comparagcdo com 0 grupo
sem tratamento, o banho de dgua diminuiu a citotoxicidade das resinas acrilicas. Os
autores concluiram que o tratamento em microondas ndo influenciou a citotoxicidade
das resinas acrilicas para bases de proteses.

Hashimoto et al.®®

(2007) examinaram a citocompatibilidade de 8
plastificantes a base de ésteres de vinil livres de etanol e ftalatos. Foi medida a
atividade estrogénica e a citotoxicidade destes plastificantes com fibroblastos
humanos e queratindcitos usando o teste de estrogenos e o0 teste de morte
mitocondrial, respectivamente. Também foi avaliada a citotoxicidade de 3
condicionadores de tecido comumente comercializados em fibroblastos humanos
cultivados em géis de colageno. Finalmente, foi medido o efeito desses materiais
sobre a expressdo das citoquinas em culturas em trés dimensdes pela cadeia de
reacao transcriptasa-polimerasa e teste de imunosorcdo de enzimas. Nenhum dos
materiais testados teve atividade estrogénica. Um dos condicionadores de tecido
contendo vinil octanato apresentou menor citotoxicidade que o0s materiais

convencionais.

Jorge et al.** (2009) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar
o efeito do tratamento térmico em microondas e do tempo de armazenamento em
agua sobre a citotoxicidade de resinas acrilicas para base e reembasamento de
préteses (Kooliner, Tokuyama Rebase Il, New Truliner, Acron MC, Lucitone 550, QC
20). Para isso, corpos-de-prova das resinas termopolimerizaveis foram
confeccionados e armazenados em agua destilada a 37°C por 0, 24 ou 48 horas.
Amostras de todas as resinas foram divididas em 2 grupos: (1) amostras sem
tratamento térmico e (2) amostras submetidas a tratamento térmico em microondas.

O teste da incorporacdo de 3H-timidina foi utilizado para determinar a citotoxicidade
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dos materiais. Os resultados mostraram que o tratamento térmico em microondas
melhorou a biocompatibilidade do reembasador Tokuyama Rebase Il. Tokuyama
Rebase Il sem tratamento térmico e Acron MC sem armazenamento, em ambos o0s
grupos experimentais foram classificados como discretamente citotoxicos. No tempo
zero, as demais resinas foram classificadas como ndo citotoxicas. Apds 24 horas de
imersdo em agua, todos os materiais foram classificados como néo citotoxicos. Apés
0 armazenamento em agua por 48 horas, Acron MC sem tratamento térmico e QC
20, em ambos 0s grupos experimentais foram classificados como discretamente
citotoxicas. Lucitone 550 foi classificada como ndo citotdxica em todos 0s grupos
experimentais. Os autores concluiram que o tratamento térmico em microondas e o
armazenamento em agua podem ser considerados uma alternativa para a reducao
da citotoxicidade de algumas resinas para base e reembasamento de protese.

Ozdemir et al.®

(2009) avaliaram a citotoxicidade de cinco
reembasadores resilientes comumente utilizados: Viscogel (VG), Ufi Gel P (UGP),
Softliner (S), Coe-Soft (CS) e Molloplast-B (MB) em termos de citotoxicidade usando
o teste MTT. Dezesseis espécimes, em forma de disco, de cada material foram
preparados (de acordo com as instru¢cdes do fabricante), em matriz de aco
inoxidavel (10 mm de diametro e 1,5 mm de espessura). As amostras foram
incubadas por 24, 48, 72 e 96 horas em meio de cultura DMEM e ap0s cada periodo
de incubacéo, a citotoxicidade dos extratos cultivados de cada material foi medida
através do teste de MTT. Os dados foram analisados estatisticamente através da
analise de variancia (ANOVA) e teste de Duncan. Apesar das limitacdes do estudo,
0s autores concluiram que o material CS revelou elevado efeito citotéxico em todos
os periodos de incubacédo. Os reembasadores VG, UGP, S (exceto no periodo de 96
horas) e o MB apresentaram altas taxas de viabilidade celular nos diferentes

periodos de incubacéao.



3 PROPOSICAO

Com base na revisdo da literatura, julgou-se conveniente a
realizacdo do presente estudo, que teve como objetivo avaliar, por meio do teste

guantitativo de incorporacao de 3H-timidina:

1. a citotoxicidade de diferentes tipos de materiais reembasadores

resilientes em funcdo do tempo de armazenamento em agua,

2. o efeito de um tratamento térmico sobre a citotoxicidade desses

materiais.



4 MATERIAL E METODO

4.1 CONFECCAO DOS CORPOS-DE-PROVA

Neste estudo foram utilizados trés reembasadores resilientes (dois a

base de resina acrilica e um de silicone) indicados para o reembasamento de

proteses, um condicionador de tecidos e uma resina acrilica termopolimerizavel para

base de préteses (Quadro 1).

Material Marca- Composicéao Proporcéao
Comercial
Reembasador Ufi-gel P Polidimetilsiloxanos modificados e | 1:1 (comprimentos
resiliente a base de (Voco) catalisador de platina. iguais das pastas
silicone base e catalisadora)
Reembasador Dentuflex P&: Polietil metacrilato, Perdxido P6:2¢g
resiliente a base de (Densell) de benzoila Liquido: 1 mL
resina acrilica Liquido: N-Butil metacrilato,
Dibutilftalato, Trimetacrilato,
Dimetil-p-toluidina.
Reembasador Trusoft P6: Polietil metacrilato P6: 1,06 g
resiliente a base de (Bosworth) pigmentado, Pigmentos de cadmio Liquido: 1 mL
resina acrilica (pigmento rosa)
Liquido: Alcool etilico, Plastificante
Condicionador de Dentusoft P&: Polietil metacrilato, peréxido P6:2¢g
tecido (Densell) de benzoila, éxido de titanio. Liquido: 1 mL
Liquido: Dibutil ftalato, alcool.
Resina acrilica Lucitone 550 P&: copolimero (metil-n-butil) P6:2,1g
termopolimerizavel (Dentsply) metacrilato, peréxido de benzoila Liquido: 1 mL

e corantes minerais.
Liquido: Metacrilato de metila,
eltileno glicol dimetacrilato e

hidroguinona.

Quadro 1: Materiais e a sua composi¢ao.

Os corpos-de-prova dos

reembasadores

resilientes Dentuflex

(Densell, Buenos Aires — Argentina), Trusoft (Bosworth Company, lllinois — USA) e

Ufi Gel (Voco, Cuxhaven — Alemanha) e do condicionador de tecido Dentusoft
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(Densell, Buenos Aires — Argentina) foram confeccionados, individualmente, de
maneira asséptica, a partir de matrizes metalicas vazadas, em forma de discos
contendo no seu interior um orificio medindo 10 mm de didmetro e 1 mm de
espessura (Figura 1-A). Os materiais foram proporcionados e manipulados de
acordo com instrucbes dos fabricantes. O pé foi proporcionado em balanca de
precisdo Gehaka (Ind. e Com. Eletro — Eletronica Gehaka Ltda, S&o Paulo — Brasil)
em Dappens esterilizados que foram individualizados para cada material. O volume
de monémero foi dispensado com o auxilio de pipetas de vidro graduadas, tomando-
se cuidado de se usar pipetas diferentes para cada material, tendo em vista que a
citotoxicidade dos reembasadores esta relacionada com cada tipo de mon6émero.
Ap6s a manipulacdo, os materiais foram inseridos nas matrizes vazadas e
prensados manualmente entre duas placas de vidro esterilizadas com duas folhas
de acetato, também esterilizadas, interpostas até o término da polimerizacao (Figura
1-B). Os corpos-de-prova (Figura 1-C) foram retirados das matrizes e o excesso de

material de cada amostra foi recortado com uma tesoura esterilizada.

Figura 1. A. Matriz metdlica. B. Materiais inseridos nas matrizes vazadas e prensados manualmente
entre duas placas de vidro. C. Corpos-de-prova dos reembasadores resilientes.

Os corpos-de-prova da resina acrilica termopolimerizavel Lucitone
550 (Dentsply Industria e Comércio Ltda, Petropolis - RJ — Brasil) foram
confeccionados, também de maneira asséptica, a partir de matrizes metalicas, em
forma de discos com 10 mm de didmetro e 1 mm de espessura, previamente

esterilizadas (Figura 2-A).
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Foram obtidos moldes dessas matrizes com silicone de
condensacao Optosyl (Haraeus Kulzer GmbH & Co0.KG, Hanau — Alemanha), os
guais foram recortados para posterior inclusdo em mufla. Para isso, primeiramente,
as matrizes foram colocadas sobre uma placa de vidro recoberta com papel
celofane e, sobre elas, o material leve foi posicionado com o auxilio de uma seringa
para moldagem. Antes da presa do material leve, o denso foi acomodado e, entéo,
outra placa de vidro com papel celofane foi posicionada. O conjunto foi levado a
prensa hidraulica (Delta) até que as placas ficassem com um espaco de 10 mm
entre elas, obtido pela colocacdo de espacadores de metal. Apds a presa do
material, o molde foi recortado para posterior inclusdo em mufla, sendo descartados
0s que apresentavam irregularidade ou bolhas.

Para a inclusdo dos moldes e das matrizes ainda em posicéo,
inicialmente, as muflas (metalica e plastica) foram isoladas com vaselina solida e a
parte inferior de cada uma delas foi preenchida com gesso pedra tipo lll, na
propor¢cdo de 100 gramas de pO para cada 30 ml de agua, espatulado por 40
segundos. Antes da presa do gesso, o molde recortado foi inserido sobre ele até
alcancar o nivel da parte inferior da mufla (Figura 2-B). Ap6s a presa, todo o
conjunto foi recoberto com uma fina camada de isolante para gesso aplicado com
pincel macio. A seguir, uma placa de vidro medindo 4,0 cm X 4,0 cm X 0,5 cm foi
posicionada sobre o molde, e a parte superior da mufla, adequadamente isolada
com vaselina sdlida, foi adaptada e preenchida com nova porcdo de gesso pedra
tipo 11l proporcionada sob as mesmas condi¢des descritas anteriormente.

Cada mufla foi fechada e levada a prensa hidraulica até que as
partes se encontrassem e a pressdo fosse estabilizada em meia tonelada. Os
parafusos foram colocados em posicdo e o conjunto mantido até a presa final do
gesso. Posteriormente, a mufla foi aberta para retirada das matrizes metélicas.
Obtiveram-se, dessa forma, os moldes de silicone incluidos em mufla para
confeccdo dos corpos-de-prova.

Para a prensagem e polimerizacdo da resina acrilica
termopolimerizavel, o molde de silicone, juntamente com o gesso circundante, foram
isolados com isolante para resina acrilica. Em seguida a resina, proporcionada e
manipulada de acordo com as recomendacdes dos fabricantes, na sua fase plastica,

foi inserida nos moldes de silicone até seu total preenchimento.
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Posteriormente, as partes superior e inferior da mufla foram
encaixadas e o conjunto foi levado novamente a prensa hidraulica sob pressao de
1,25 tonelada e assim mantido até que ocorresse a estabilizacdo da pressao. Em
seguida, os parafusos foram colocados em posicao e a mufla foi retirada da prensa.
Ap6s o periodo de descanso de 30 minutos, a mufla foi imersa em &agua a
temperatura de 73°C, assim permanecendo por 90 minutos e, em seguida, a
temperatura foi elevada para 100°C e a mufla mantida por mais 30 minutos,
utilizando-se um aparelho termopolimerizador.

Apo6s a polimerizacdo, a mufla foi deixada sobre a bancada para
resfriamento por 30 minutos e, em seguida, colocada em agua corrente por 15
minutos, de acordo com as recomendacdes do fabricante. Entdo, suas partes foram
separadas e as amostras desincluidas. Finalmente, o excesso de material de cada

amostra foi recortado com uma tesoura esterilizada (Figura 2-C).

Figura 2. A. Matrizes metélicas. B. Inclusdo dos moldes na mufla. C. Corpos-de-prova de resina
acrilica termopolimerizavel Lucitone 550.

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Doze corpos-de-prova de cada material foram confeccionados e
divididos em quatro grupos anteriormente a realizacdo do teste de citotoxicidade:

- Grupo N (GN): os corpos-de-prova nao receberam nenhum tipo de
tratamento ou armazenamento.
- Grupo 24 (G24): os corpos-de-prova foram armazenados em agua destilada
a 37°C por 24 horas.
- Grupo 48 (G48): os corpos-de-prova foram armazenados em agua destilada
a 37°C por 48 horas.
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- Grupo AQ (GAQ): os corpos-de-prova, acondicionados em saquinhos
plasticos, foram imersos em &gua a 55°C por 10 minutos em aparelho
termopolimerizador. (Jorge et al.>® 2004, Campanha et al.®* 2006, Urban et
al.** 2009)

4.3 ESTERILIZACAO DOS CORPOS-DE-PROVA

Os corpos-de-prova foram confeccionados dentro de condicdes
assépticas para evitar a contaminacdo do meio de cultura. Assim, um Unico
operador, atuando sobre uma superficie de papel estéril, confeccionou os corpos-de-
prova utilizando instrumental esterilizado, roupas de protecéo, luvas, oOculos e
mascaras descartaveis. Apds terem sido armazenados e tratados termicamente,
anteriormente a sua colocacdo no meio de cultura para a obtencdo dos extratos, 0s
corpos-de-prova foram colocados em sacos plasticos estéreis hermeticamente
fechados e receberam banho de ultra-som (Ultrasonic Cleaner 1440D, Odontobras,
Ribeirdo Preto — SP — Brasil) por 20 minutos. Em seguida, ficaram expostos a luz
ultravioleta na capela de fluxo laminar (Veco do Brasil, Industria e Comércio de
Equipamentos Ltda, Campinas — SP — Brasil) (Figura 3) por mais 20 minutos para
cada lado do corpo de prova com o objetivo de eliminar os possiveis microrganismos

remanescentes (Pelka et al.®® 2000, Jorge et al.>® 2004, Campanha et al.®* 2006).

Figura 3: Esterilizacdo na capela de fluxo laminar.
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4.4 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Para a analise do efeito citotdéxico das substancias liberadas pelos
corpos-de-prova, foram obtidos extratos das substancias hidrossollveis dessas
amostras (Harrison e Huggett®’ 1992, Tsuchiya et al.** 1993, Lefebvre et al.’® 1994,
Pelka et al.®® 2000, Jorge et al.®® 2004, Campanha et al.®* 2006). Para isso, trés
corpos-de-prova de cada grupo experimental, apdés terem recebido o
armazenamento em agua e o tratamento térmico, foram colocados dentro de tubos
de ensaio com 9 ml de meio de cultura DMEM (Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo — SP
— Brasil), suplementado com 7,5% de soro fetal bovino (Instituto Adolfo Lutz, S&o
Paulo — SP — Brasil) e 80 pg/ml de gentamicina (Industria Quimica e Farmacéutica,
Schering — Plough S/A, Rio de Janeiro - RJ — Brasil) (Figura 4), e incubados a 37°C
por 24 horas. Durante esse periodo de incubacéo, as substancias potencialmente
toxicas foram difundidas para o meio de cultura, formando, assim, 0s extratos que
foram utilizados no teste de citotoxicidade. Um tubo de ensaio contendo apenas 9 ml
de meio de cultura foi armazenado sob as mesmas condi¢cfes, servindo, assim,

como grupo controle negativo.

Figura 4: Corpos-de-prova em meio de cultura para obtencao dos extratos.

4.5 CULTURA E MANUTENCAO DAS CELULAS

O efeito citotéxico das substancias liberadas pelos reembasadores

foi avaliado pelo método de cultura de células. Dessa forma, fibroblastos de hamster
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(L929 — Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo — SP - Brasil) foram propagados em meio de
cultura de DMEM suplementado com 7,5% de soro fetal bovino e 80 pg/ml de
gentamicina. O cultivo das células foi realizado em frascos para culturas de células
com tampa contendo um filtro que permite a passagem de CO, (Costar, Corning
Incorporated, Corning — NY — USA). Esses frascos foram incubados em estufa para
cultura de células (Forma Scientific, Marietta — OH — USA) com 5% de CO,, a
temperatura de 37°C e ambiente com umidade controlada (Figuras 5).

Para a manutencdo da cultura, as células foram repicadas para
novos frascos apos periodos de trés dias de incubacao, até que se procedesse ao
teste de citotoxicidade. Para isso, foi colocado 1 ml de tripsina com a finalidade de
desagregar as células da parede do fundo do frasco e obter uma suspensédo. Dessa
suspensao de células, cada 1 ml foi colocado em novo frasco, sendo acrescidos 9 ml
de meio de cultura suplementado, com o auxilio de uma pipeta graduada e um
pipetador automatico. Cada frasco foi, entdo, tampado e levado a estufa para a
formacéo de nova confluéncia de células.

E importante salientar que todos os procedimentos foram realizados
em area asseptica dentro da capela de fluxo laminar previamente desinfetada com
alcool 70%. Além disso, os materiais utilizados, com excec¢do das células, foram
esterilizados previamente em luz ultravioleta durante 20 minutos dentro da capela de

fluxo laminar.

Figura 5: Estufa para cultura de células e incubagéo de frascos.
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4.6 QUANTIFICACAO DAS CELULAS

Para a realizacdo dos testes de citotoxicidade, uma suspenséo de
1,0 x 10° células/ml de meio de cultura foi preparada. Para isso, as células foram
descoladas do fundo da garrafa colocando-se tripsina. Em seguida, essa suspensao
foi colocada em um tubo de 15 ml e levada para uma centrifuga especial
autobalanceavel (Fanem Ltda, Sdo Paulo — SP — Brasil) (Figura 6-A), por 10 minutos
a 1.500 rpm, com o objetivo de precipitar as células no fundo do tubo (Figura 6-B).
Posteriormente, dentro da capela de fluxo laminar, o sobrenadante foi desprezado e
1 ml de meio de cultura DMEM, suplementado com 7,5% de soro fetal bovino e 80
ug/ml de gentamicina, foi acrescentado e as células misturadas a ele. A partir dai, 10
ul foram retirados e adicionados a 90 ul de corante azul de Tripan (Merck - Industrias
Quimicas Rio de janeiro — RJ — Brasil). Dessa solugcéao, 10 ul foram removidos e
introduzidos na camara hemocitométrica tipo Neubauer (Boeco, Hamburg -
Alemanha) (Figura 6-C) onde, entdo, as células viaveis foram contadas com a
utilizacdo de um microscopio optico (Nikon — modelo YS 100, Tokyo — Japao) com
aumento de 40x. Em seguida, a suspensao foi ajustada a uma concentracéo de 1,0
x 10° células/ml de meio de cultura para posterior utilizacdo no teste de

citotoxicidade, variando-se apenas o volume da suspenséo.

NEUBAUER Bright Line
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Figura 6: A. Centrifugacdo da suspensdo por 10 minutos a 1500 rpm. B. Células precipitadas. C.
Contagem das células vidveis na cdmara hemocitométrica Neubauer.
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4.7 TESTE DE CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade dos materiais foi analisada quantitativamente por
meio da incorporacéo do radioisétopo ®H — timidina (Amersham Pharmacia Biotech
do Brasil Ltda, Sdo Paulo — SP — Brasil) (Figura 7-A), verificando o numero de
células viaveis pela sintese de DNA.

Para a realizagdo do teste, foi utilizada uma placa com 96 orificios
(Costar, Corning Incorporated, Corning — NY — USA) para cada material; em cada
placa foi colocado 100 pl da suspensdo contendo 1,0 x 10° células/ml, ou seja, 1,0 x
10* células/ml, em cada compartimento de cada placa com 96 orificios e incubada
em estufa com 5% de CO,, a 37°C por 24 horas. Apés este periodo, o meio de
cultura que alimentava as células foi descartado e 20 pl de meio de cultura DMEM
contendo 0,25 pCi de *H — timidina foi inserido em cada orificio da placa juntamente
com 50 ul de meio de cultura novo e 50 ul do extrato contendo as substancias
liberadas pelos corpos-de-prova de um material e incubada por 24 horas em estufa
com 5% de CO, a temperatura de 37°C. Para cada grupo experimental de cada
material, foram destinados cinco compartimentos da placa. Cinco orificios de cada
placa contendo as células aderidas receberam apenas a solucao de timidina e 100 pl
de meio de cultura DMEM novo, servindo, dessa forma, como grupo controle
negativo (Figura 7-B). ApGs o periodo de 24 horas em contato com os extratos, o
meio foi descartado e, em cada orificio da placa, foram colocados 50 ul de tripsina,
sendo esta armazenada por 5 minutos na estufa a 37°C para que as células se
desprendam do fundo do compartimento e figuem em suspensdo. Em seguida, as
placas foram levadas para o aparelho Filtermate Harvester (Unifilter 96 GF/C —
Packard Instrument Company, Meriden — CT — USA) (Figura 7-C), onde o
sobrenadante foi desprezado e as células marcadas com material radioativo foram
aspiradas, ficando presas em filtros de outra placa de 96 orificios (Packard
Instrument Company, Meriden — CT — USA). Apés um periodo de 24 horas, as
placas foram vedadas com um selador opaco na sua parte inferior e, entdo, 30 ul de
liquido de cintilagdo (Microscint 20, Packard Instrument Company, Meriden — CT -
USA) foram colocados em cada orificio. Posteriormente, um selador transparente foi
colocado na parte superior das placas (Figura 7-D), levadas para analise da sintese

de DNA em um contador de cintilacdo (Packard Instrument Company, Meriden — CT
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— USA) (Figura 7-E). Através da vibragdo do liquido de cintilacdo, a qual ocorre
devido a sintese de DNA, o contador cintilografico realizou a leitura do nimero de
células vidveis em cintilagdes por minuto (cpm). Todos os procedimentos foram

repetidos, obtendo-se, assim, os resultados em duplicata (n=10).
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Figura 7: A. °H — timidina. B. Placa de 96 orificios com a suspensdo de células. C. As células
marcadas com material radioativo foram aspiradas pelo aparelho Filtermate Harvester. D.
Células aderidas na placa 96 orificios com filtro. E. Leitura do nimero de células viaveis no
contador de cintilagao.
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4.8 METODOLOGIA ESTATISTICA

A avaliagcdo da viabilidade celular, percentualmente em relacdo ao
controle, entre materiais sob tempos diferentes de armazenamento em agua foi
realizada por uma andlise de variancia. Complementou-se a analise por
comparacdes multiplas de médias de viabilidade pelo teste de Tukey. Adotou-se o
nivel de significancia de 5% para a tomada de decisao.

Ap6s a avaliacdo estatistica, comparando-se com o controle os
resultados da incorporacdo de >H-timidina, os materiais serdo classificados de
acordo com o efeito citotoxico em: nao-citotdxico (viabilidade celular acima de 75%
em relacdo ao grupo controle), discretamente citotoxico (viabilidade celular entre 50
e 75% em relacédo ao grupo controle), moderadamente citotoxico (viabilidade celular
entre 25 e 50% em relacdo ao grupo controle) e intensamente citotoxico (viabilidade
celular abaixo de 25% em relacdo ao grupo controle) (Jorge et al.*® 2004, Campanha
et al.®* 2006).



5 RESULTADOS

Para a avaliacdo da citotoxicidade dos materiais: Lucitone 550,
Dentusoft, Dentuflex, Ufi-gel, Trusoft, em funcdo do tempo de armazenamento em
agua e em fungdo de um tratamento térmico em agua quente (55°C por 10 min.) os
resultados do teste de incorporacdo de >H-timidina foram transformados em
porcentagem em relacao ao controle celular, o qual é considerado 100% viavel. Na
Tabela 1 sdo dadas as médias e desvios padrdo de viabilidade celular (%), obtidos
de acordo com o material empregado, tempos de armazenamento em agua e

tratamento térmico citado acima.

Tabela 1. Viabilidade celular (%) de acordo com o material, tempo de
armazenamento e tratamento térmico.

Material Tempo armazenamento em agua (h) Agua quente
0 24 48 10 min
Lucitone Média 50,0 *®, 57,7 *®, 78,1 B, 47,8 "B,
DP 18,0 13,3 19,1 18,2
Dentusoft Média 70,6 2, 78,8 B¢, 66,6 "B, 81,8 P,
DP 17,1 10,1 9,7 9,0
Dentuflex Média 32,9 A, 42,3 A, 48,8 *, 45,7 A,
DP 8,8 13,6 18,9 16,5
Ufi Gel Média 94,8 ¢, 952 €, 101,0 €, 95,0 °,
DP 16,4 13,3 11,2 14,5
Trusoft Média 69,4 5, 64,7 B, 65,4 "B, 68,6 5¢,
DP 10,0 9,4 9,7 10,2

Médias seguidas de letras iguais, minlsculas na linha ou mailsculas na coluna, ndo sdo
significativamente diferentes pelo teste de Tukey ao nivel de 5%

A analise de variancia apontou interacdo significativa (p < 0,001)
entre material e condicdo experimental (tempo de armazenamento em agua e
tratamento térmico). Para estudar essa interacéo foi aplicado o teste de Tukey para
comparacdes multiplas de médias, com os resultados principais resumidos na
Tabela 1. Em relacdo as condi¢cdes experimentais, somente foi apontada diferenca
significativa entre médias de viabilidade para a resina acrilica Lucitone 550. Neste, a
maior viabilidade de células se refere ao tempo de 48 horas de armazenamento,
mas nao significativamente maior do que a de 24 horas. Entre as outras trés

condi¢Bes ndo houve evidéncia de diferenca entre médias de viabilidade.
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Para a comparacdo de médias de viabilidade (%) entre os materiais
em cada condicdo, o grafico 1 se constitui em um auxiliar eficiente. Respeitando o
fato que prevalece o resultado do teste de Tukey, quanto maior a sobreposi¢cdo dos
intervalos de confianga de 95%, mais fraca é a evidéncia de diferenca entre as
médias. Assim, de modo geral, a maior viabilidade foi do Ufi Gel e a menor do
Dentuflex. Os outros trés materiais apresentaram viabilidade celular intermediaria.
Detalhes dessa alternancia podem ser vistas por comparac¢des particulares pelos
resultados do teste de Tukey apresentados na Tabela 1.
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Gréfico 1: Médias amostrais de porcentagens de viabilidade celular (colunas) e intervalos de
confianga de 95% para as médias populacionais (barra vertical), de acordo com o tempo
em horas de armazenamento em agua e tratamento térmico em agua quente (AQ).

Confrontando-se as médias obtidas de viabilidade celular com a
classificacao do efeito citotdéxico estabelecida pela ISO 10993-5, verificou-se que o
Ufi Gel teve efeito ndo-citotoxico, o Trusoft efeito discretamente citotoxico e o
Dentuflex efeito moderadamente citotdéxico, todos em qualquer condicdo
experimental. Observou-se também que o Dentusoft alternou entre discretamente
citotoxico e nao-citotdxico porque suas meédias de viabilidade variaram em torno de
75% e o Lucitone 550 apresentou efeito ndo-citotoxico quando armazenado em agua
por 48 horas, mas as outras médias ficaram no em torno de 50% de viabilidade

celular, entre levemente-citotdxico e discretamente citotdxico.



6 DISCUSSAO

As propriedades biologicas e toxicolégicas dos materiais
odontolégicos sdo importantes em relacdo ao seu uso clinico (Huang® 2001). Os
testes de citotoxicidade s&o realizados para determinar como uma amostra de
material afeta um determinado tipo de célula. Embora os experimentos com células,
in vitro, ndo sejam capazes de reproduzir as condigbes in vivo, eles sdo muito
utilizados por apresentarem métodos simplificados de investigacao da citotoxicidade
e limitarem o nimero de variaveis experimentais (Sheridan et al.?* 1997, Costa et
al.>® 2001).

As substancias toxicas e seus efeitos sobre os tecidos tém sido
constatados por meio de estudo em animais, observacdes clinicas e culturas de
células in vitro. Os varios testes de biocompatibilidade foram divididos em iniciais,
secundarios e de aplicacdo, sendo este ultimo descrito como teste pré-clinico
(Wennberg*® 1986, Hensten-Pettersen'® 1988, Costa®® 2001). E importante lembrar
gue os resultados dos testes iniciais de citotoxicidade apresentam limitacbes quanto
a sua correlacdo direta com situagdes clinicas (Costa® 2001). Sendo assim, tanto os
resultados destes testes quanto daqueles realizados em animais (secundarios ou de
aplicacdo) ndo podem ser de imediato extrapolados para as condi¢cdes clinicas,
porém sdo muito importantes pois determinam o comportamento biolégico dos
materiais e/fou de seus componentes (Costa®® 2001). Para andlise da
biocompatibilidade dos materiais reembasadores, neste estudo foi utilizado o método
da cultura de células, o qual tem sido considerado relativamente simples,

reproduzivel, efetivo e controlado (Hensten-Pettersen'® 1988).

O contato entre as células e os materiais testados deve ser
adequado e é de extrema importancia para a realizacéo dos testes de citotoxicidade.
Podemos ter o contato direto do material com as células, o contato das células com
as substancias extraidas dos materiais ou, ainda, o contato indireto, quando as
células ficam separadas dos materiais experimentais por filtros Millipore ou pelo Agar
(1ISO 10993-5*, Wennberg*® 1986). Neste estudo testamos as substancias extraidas
dos materiais e ndo o contato direto das amostras confeccionadas porque o contato
direto poderia causar inibicdo do crescimento celular decorrente de condic¢des fisicas

e ndo das substancias toéxicas liberadas (Tang et al.?® 1999). Para que as
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substancias sejam liberadas dos materiais testados, pode-se utilizar como meio para
a extracdo 4gua destilada, solucdo salina ou meio de cultura com ou sem soro. A
guantidade do material testado para a obtenc&o do extrato pode ser expressa em
peso ou em tamanho, e o extrato obtido depende da relacdo entre a superficie do
corpo de prova e o volume do meio (Wennberg*® 1986). No presente estudo, o
extrato foi obtido por meio do armazenamento das amostras, de tamanho
padronizado, em meio de cultura, estando de acordo com a metodologia de outros
estudos (Harrison e Huggett®” 1992, Tsuchiya et al.?* 1993, Lefebvre et al.'® 1994,
Pelka et al.®® 2000, Jorge et al.*® 2004, Campanha et al.®* 2006).

N&o somente o método de citotoxicidade é importante, mas também
o tipo de célula a ser cultivada. A escolha vai depender da natureza das
observacOes a serem realizadas. As células cultivadas in vitro podem ser hapléides
ou diploides. Culturas primarias dipléides de fibroblastos podem ser obtidas de uma
variedade de tecidos, tais como polpa dental, ligamento periodontal, pele, pulméo,
etc. Essas culturas tendem a se multiplicar lentamente e tém um tempo de vida
finito. Células haploides, por sua vez, tém crescimento infinito, sdo faceis de cultivar,
e a qualidade de sua cultura é mais previsivel (Cimpan et al.>> 2000). Neste estudo,
utilizamos fibroblastos de hamster L929, que s&do células haploides comumente
cultivadas e encontradas comercialmente com facilidade. Devido a sua alta
capacidade de clonagem, as células L929 tém sido utilizadas para avaliacdo de

citotoxicidade em diversos estudos (Lygre et al.*® 1995, Cimpan et al.>? 2000).

Tendo em vista a liberacdo do mondémero residual e de outros
componentes pelas resinas acrilicas e havendo relatos de reacdes alérgicas em
pacientes que fazem uso de préteses removiveis totais ou parciais (Fisher™ 1954,
Mccabe, Basker’® 1976), varios estudos que quantificam e identificam tais
componentes (Lai et al.** 2004, Leén et al.** 2008, Urban et al.** 2009) bem como
estudos que determinam a citotoxicidade das resinas acrilicas tornaram-se
necessarios (Jorge et al.”® 2004, Campanha et al.®* 2006, Jorge et al.®? 2006). Uma
vez observado que poucos estudos foram realizados visando analisar a
citotoxicidade de alguns reembasadores resilientes, o objetivo deste estudo foi
avaliar, por meio do teste quantitativo de incorporacdo de 3H-timidina, a

citotoxicidade de diferentes tipos de reembasadores resilientes comumente
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utilizados na pratica clinica em funcdo do tempo de armazenamento em agua e em

funcd@o de um tratamento térmico.

O teste de citotoxicidade por meio da incorporacdo de *H-timidina é
um teste quantitativo e tem sido amplamente utilizado apesar de possuir algumas
desvantagens, como a necessidade de um equipamento especial de alto custo e a
utilizacdo de um material radioativo (Upadhyay, Bhaskar?® 2000). Porém, estudos
anteriores (Tang et al.?® 1999, Jorge et al.”® 2004, Campanha et al.®* 2006, Jorge et
al.®? 2006) demonstraram que o teste de incorporacdo de *H-timidina é mais sensivel
do que outros testes na determinacgéo da citotoxicidade dos materiais odontolégicos,

justificando a escolha desse teste no presente estudo.

Um dos objetivos do nosso estudo foi avaliar o efeito de um
tratamento térmico sobre a citotoxicidade dos reembasadores resilientes. Estudos
relatam que, por meio da imersdo em agua aquecida, as moléculas de mondémero
residual provavelmente difundem-se mais rapidamente, atingindo os radicais livres
remanescentes, proporcionando, assim, a reacdo complementar de polimerizacéao
(Weaver, Goebel®® 1980, Lamb et al.>* 1982, Jorge et al.”® 2004, Bayraktar et al.*?
2006, Campanha et al.®* 2006, Jorge et al.®? 2006). Urban et al.**, em 2009,
avaliaram o efeito do banho de agua a 55°C durante 10 minutos sobre o contetdo
de mondmero residual de quatro resinas acrilicas e sugeriram que clinicamente esse
tratamento poderia reduzir a quantidade de componentes residuais. No0sso0s
resultados, porém, mostraram que o tratamento térmico n&o influenciou na
citotoxicidade dos reembasadores avaliados. A diferenca entre os estudos citados
acima pode ser atribuida as diferencas de composicdo quimica entre as resinas

acrilicas convencionais e as resinas acrilicas macias.

A literatura revisada apontou a importancia do armazenamento em
agua para a diminuicdo da citotoxicidade das resinas acrilicas. A diminuicdo da
citotoxicidade em funcdo do armazenamento pode ser atribuida a difusdo do
mondmero em agua e ao continuo processo de polimerizacdo (Lamb et al.*! 1982).
Neste estudo, a resina acrilica para base de prétese (Lucitone 550) mostrou maior

viabilidade celular apés 48 horas de imersao, estando de acordo com os resultados

|.3l |.39

de outros estudos (Lamb et a em 1982, e Lee et al.”™). Anteriormente ao
armazenamento, a resina acrilica Lucitone 550 apresentou-se moderadamente

citotoxica. Apos 48 horas de imersdo em &gua, a mesma resina demonstrou
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viabilidade celular acima de 75%. Lamb et al.** em 1982, e Lee et al.** em 2002,
mostram que a concentracdo de mon6émero residual das resinas acrilicas pode ser
reduzida com o armazenamento das proteses em agua, anteriormente a colocagao
nos pacientes. Jorge et al.®, em 2009, realizaram um estudo com o objetivo de
avaliar o efeito do tempo de armazenamento em agua sobre a citotoxicidade de
resinas acrilicas para base de proteses. Os resultados mostraram que houve
diminuicdo da citotoxicidade dos materiais apdés o0 armazenamento e, assim, oS
autores concluiram que o armazenamento em agua pode ser considerado uma
alternativa para a reducao da citotoxicidade de algumas resinas para base de
préteses. Porém, ainda em relacdo ao armazenamento em agua, os resultados do
presente estudo mostraram que nao houve reducdo da citotoxicidade dos
reembasadores resilientes apds 24 ou 48 horas de imersdo, o que também poderia

ser explicado pela composi¢cdo dos materiais.

Os reembasadores resilientes sdao compostos por metacrilatos
associados a plastificantes, como ftalatos e ésteres de outros acidos aromaticos
carboxilicos e etanol (Graham et al.*®* 1991, Hashimoto et al.®®* 2007). Munksgaard**
(2004) avaliou a perda dos plastificantes de quatro reembasadores resilientes
durante 30 dias e demonstrou que os materiais liberam quantidades que excedem a
ingestao diaria toleravel de plastificante durante todo o tempo testado. Como 0s
plastificantes sdo liberados continuamente e em grandes quantidades, o
armazenamento em agua e o0 tratamento térmico utilizados neste estudo, néo
influenciaram a citotoxidade dos materiais testados. Além disso, os plastificantes

apresentam difusdo muito pequena em agua. Graham et al.*

(1991) determinaram a
perda de plastificantes de reembasadores resilientes in vitro e in vivo e concluiram
gue a solubilidade dos plastificantes € muito menor em agua comparada com a
saliva. Igualmente, Munksgaard** (2004) concluiu que a solubilidade dos ftalatos é
20 vezes maior em saliva humana do que em agua. Dessa forma, estudos que
avaliam a citotoxicidade dos reembasadores resilientes apds armazenamento em

saliva séo sugeridos.

Independente da condicdo experimental, o0s resultados
demonstraram que o Trusoft teve efeito discretamente citotéxico e o Dentuflex efeito
moderadamente citotdxico. Observou-se também que o Dentusoft alternou entre

discretamente citotoxico e ndo citotéxico porque suas médias de viabilidade
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variaram em torno de 75%. Ja o Ufi Gel P mostrou-se ser nao citotdoxico, com média

de viabilidade celular préxima aos 100%.

Os reembasadores resilientes a base de polimeros (Trusoft e
Dentuflex) utilizados neste estudo apresentam na sua composicao plastificantes, os
quais podem ser liberados em meio aquoso (Graham et al.*®* 1991). Segundo a
literatura revisada, os plastificantes podem apresentar efeitos bioldgicos indesejaveis
(Munksgard* 2004, Hashimoto et al.®®* 2007). A liberacéo dos plastificantes durante
as 24 horas de incubacao das resinas para a formacao dos extratos poderia explicar
a citotoxicidade desses materiais. Esses resultados estdo de acordo com Ozdemir et
al.®® e Park et al.?°, os quais avaliaram a citotoxicidade de varios reembasadores
resilientes e observaram efeito citotoxico de todos os materiais testados. Os autores

relacionaram a citotoxicidade encontrada ao plastificante presente na composicao.

O Dentusoft, apesar de ser um material a base de polimero,
apresentou efeito menos citotoxico do que os reembasadores Trusoft e Dentuflex.
Esse resultado poderia ser explicado pelo fato de que o Dentusoft é um
condicionador de tecido, um material provisorio. Dentre as indicacdes dos
condicionadores de tecido estdo os cuidados no pds-operatorio de cirurgias,
estabilizacdo de préteses, condicionamento dos tecidos fibromucosos e
reembasamentos de proteses provisorias durante o periodo de osseointegracao de
implantes (Graham et al.** 1991). Em decorréncia das suas indicacées e devido ao
contato direto com os tecidos, os condicionadores de tecidos deveriam ser nao
irritantes e ndo téxicos (Ozdemir et al.®® 2009). Apesar disso, o Dentusoft alternou
entre levemente citotOxico e nao citotdéxico. Estes resultados poderiam ser
explicados, também, pela liberacdo de plastificantes (embora em pequenas
quantidades) e estdo de acordo com os estudos de Okita e Hensten-Pettersen®, que
avaliaram a citotoxicidade dos condicionadores de tecidos e demonstraram que

todos foram toxicos as células.

O reembasador resiliente Ufi Gel P apresentou efeito ndo citotoxico
para todas as condi¢cdes experimentais. Para os materiais a base de silicone, o
polimero é um elastébmero e ndo necessita de plastificantes externos. A auséncia de
plastificante poderia explicar a auséncia de citotoxicidade encontrada. Este material
apresenta reacao de polimerizacdo muito parecida com os materiais para impressao

a base de silicone. Ciapetti et al.*®, em 1998, avaliaram a citotoxicidade de diferentes
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silicones para impressdo e verificaram que os silicones ndo séo toxicos, mesmo

guando testados ap0s exposi¢ao prolongada as células.

Assim, de acordo com os resultados do presente estudo, sugere-se
que alguns reembasadores deveriam ser usados com cautela. Além disso, fica
evidente a importancia da andlise citotoxica para comparacdo entre 0s materiais.
Porém, como os resultados dos testes iniciais de citotoxicidade apresentam
limitac6es quanto a sua correlacdo direta com situacdes clinicas, pesquisas clinicas

in vivo séo sugeridas.



7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada e diante dos resultados
obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

1. Os reembasadores resilientes a base de resina acrilica,
Trusoft e Dentuflex, foram classificados como discretamente citotoéxico e

moderadamente citotoxico, respectivamente;

2. O condicionador de tecido (Dentusoft) alternou entre

discretamente citotoxico e ndo citotoxico;

3. O reembasador resiliente a base de silicone (Ufi Gel) nédo
teve efeito citotoxico;

4. O armazenamento em agua nao diminui a citotoxicidade

dos reembasadores resilientes;

5. O armazenamento em agua por 48 horas diminuiu a

citotoxicidade da resina acrilica para base de protese (Lucitone 550);

6. O tratamento térmico ndo diminui a citotoxicidade dos

materiais testados.
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