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Resumo

Introdugcao: Com vista a simplificacdo dos procedimentos operatoérios, as formulagoes
adesivas tém-se tornado cada vez mais complexas e, dado o maior rigor inerente a
investigagcdo e ao fabrico destes materiais, tém sido identificados e estudados diversos

compostos indutores de reagdes bioldgicas adversas.

Objetivo: Com este estudo pretendeu-se avaliar a citotoxicidade de sistemas adesivos
representativos das trés estratégias adesivas comercialmente disponiveis - condicionar e

lavar, autocondicionante e universal.

Materiais e Métodos: Obtiveram-se extratos dos adesivos Adper™ Scotchbond™ 1 XT,
Clearfil™ SE Bond 2 e Scotchbond™ Universal em meio de cultura DMEM, com os quais se
incubaram células odontoblasticas da linha MDPC-23. Avaliou-se a atividade metabdlica
através do ensaio do MTT, a viabilidade celular pelo ensaio da SRB, as vias de morte e o ciclo
celular por citometria de fluxo, a morfologia celular através da coloragao das células com o

meio May-Grunwald Giemsa e a reatividade dos extratos.

Resultados: Os extratos de Adper™ Scotchbond™ 1 XT, Clearfi™ SE Bond 2 e
Scotchbond™ Universal determinaram a redugdo significativa do metabolismo e da
viabilidade celular. Apds incubagdo das culturas com os extratos, todos os adesivos
determinaram a redugao do nimero de células vivas, com aumento do nimero de células em
apoptose, apoptose tardia/necrose e necrose, assim como uma diminuicdo do numero de
células em fase S e em G2/M e um aumento do nimero de células em fase Pré-G0O e em
GO0/G1. Estas alteragbes ocorreram em funcado do adesivo, da concentracao e do tempo de
incubacao. Os extratos de Clearfil™ SE Bond 2 foram classificados com um maior grau de
reatividade, determinando uma maior inibicdo do crescimento celular, com destruicdo das

camadas celulares.

Discussao: Os extratos de Clearfil™ SE Bond 2 determinaram uma redugéo mais acentuada
do metabolismo e da viabilidade celulares e revelaram-se mais reativos, nas diferentes
concentracgoes estudadas. Os extratos condicionaram a viabilidade e propagacéao das culturas
celulares, podendo, clinicamente, interferir com importantes processos fisioldgicos de
reparacgdo. Clinicamente, o condicionamento da dentina com acido ortofosférico favorece a
progressao do adesivo nos tubulos dentinarios. A incorporacao da smear layer pelos adesivos
autocondicionantes e universais (aplicados sobre dentina ndo condicionada) constitui uma
barreira adicional a infiltragdo do adesivo, reduzindo a proximidade com a polpa dentaria e,

assim, a citotoxicidade.
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Conclusdes: A citotoxicidade dos adesivos revelou ser diretamente proporcional a
concentracao dos extratos e ao tempo de incubagdo. Os extratos de Clearfil™ SE Bond 2

determinaram uma maior citotoxicidade, nas condigdes estudadas.

Palavras-chave: Adesivos Dentarios, Sistemas Adesivos, Citotoxicidade, Odontoblastos,

Cultura Celular
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Abstract

Introduction: To simplify the clinical procedures, dental adhesives are becoming more
complex and, given the ascending needed accuracy, several compounds that induce biological

adverse reactions have been identified and studied.

Objective: In vitro cytotoxicity assessment of adhesive systems of the three commercially

available adhesive strategies - total-etch, self-etch and universal.

Materials and Methods: Adper™ Scotchbond™ 1 XT, Clearfi™ SE Bond 2 and
Scotchbond™ Universal extracts were acquired in cell culture medium DMEM and incubated
with the odontoblastic cells MDPC-23. Metabolic activity was assessed through the MTT
assay, cellular viability with the SRB assay, cell’'s death pathways and cell’s cellular cycle by
flow cytometry, cell morphology and the reactivity classification of extracts through the May-

Grunwald Giemsa staining.

Results: The Adper™ Scotchbond™ 1 XT, Clearfil™ SE Bond 2 and Scotchbond™ Universal
extracts determined a significant reduction in metabolism and cell viability. After incubation of
the cultures with the extracts, the adhesives determined a reduction in the number of viable
cells and an increase in the number of apoptotic, late apoptosis/necrosis and necrotic cells, as
well as a decrease in the number of cells in S and G2/M phases and an increase in the number
of cells in Pre-G0O and G0/G1 phases. These changes were dependent on the adhesive, the
concentration and the time of incubation. Clearfil™ SE Bond 2 extracts were classified as
having a higher degree of reactivity, leading to greater inhibition of cell growth, with destruction

of the cell’s layers.

Discussion: Clearfil™ SE Bond 2 extracts determined the most significant reduction in cell
metabolism and viability and proved to be more reactive at the different concentrations. The
extracts reduced the viability and proliferation of the cells and, clinically, this may interfere with
normal physiological processes of reparative dentinogenesis. Clinically, the acid-etched dentin
with phosphoric acid may favor the diffusion of the adhesives through the dentinal tubules. On
the other hand, the incorporation of the smear layer by the self-etch and universal adhesives
(applied over non-etched dentin) stands as an additional barrier towards adhesive diffusion,

reducing pulp proximity and thus, cytotoxicity.

Conclusions: The cytotoxicity of the adhesives proved to be directly proportional to the
concentration of the extracts and to the incubation time. Clearfil™ SE Bond 2 extracts were

the most cytotoxic.
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1. Introducao

Em medicina dentaria restauradora contemporanea, os sistemas adesivos permitem a
adesdo dos materiais de restauragao ao substrato dentario. Assim, os adesivos dentarios
permitem o restabelecimento da estética e fungao dentarias apds perda de estrutura por leséo

de carie ou fratura, alteragdes de cor, malformagées ou mau posicionamento." 2

Atualmente, os sistemas adesivos podem ser classificados, em fungao da aplicagcéo
clinica, em adesivo condicionar e lavar, autocondicionante ou universal, referidos na literatura
anglo-saxonica como etch-and-rinse, self-etch e multi-mode/universal, respetivamente. Os
adesivos condicionar e lavar requerem a exposi¢ao do substrato dentario a acido ortofosférico,
previamente a aplicagdo do primer e do bond. Os adesivos autocondicionantes, através da
incorporacao de mondémeros acidicos, possuem capacidade intrinseca de interagdo com o
substrato e, assim, podem ser aplicados sobre substrato dentario sem o condicionamento
prévio com o acido ortofosférico. Esta modalidade permite a integracdo da smear layer criada
apos a preparagao mecanica dos tecidos duros do dente e uma maior preservacgao das fibras
colagénicas dentinarias. Os sistemas universais permitem a aplicacdo do adesivo sobre

substratos condicionados ou ndo com acido." %4

Tal como estabelecido na literatura cientifica, os protocolos de adesdo devem ser
adequados ao substrato dentario. Assim, na adeséo ao esmalte podem ser utilizados adesivos
das trés estratégias disponiveis, desde que aplicados sobre esmalte previamente
condicionado por &cido ortofosférico a 37%. Na adesdo a dentina devem ser utilizados
adesivos com vista a integracao da smear layer, isto é, adesivos autocondicionantes ou
universais, sem a realizacao do condicionamento com acido. Em cavidades com a presenca
dos dois tecidos duros, esmalte e dentina, deve ser utilizado um sistema adesivo
autocondicionante ou universal, com condicionamento acido seletivo do esmalte. Os
protocolos de adesdo recomendados e as variagdes possiveis em funcdo da apresentagao

do adesivo encontram-se descritos na Tabela 1."4

A semelhanca com o que acontece com a maioria dos biomateriais em biomedicina,
as casas comerciais que disponibilizam os sistemas adesivos utilizados em medicina dentaria
introduzem, frequentemente, produtos novos e otimizados no mercado.® ® Esta evolucéo
ocorre no sentido de simplificar a aplicagao clinica dos sistemas adesivos e de melhorar o seu

desempenho, com aumento da longevidade das restauragées realizadas.”®

Em consequéncia do aumento da complexidade das formulagbes adesivas, bem como

do maior rigor associado ao fabrico dos biomateriais, tém sido identificadas e estudadas
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diversas substancias indutoras de reacgdes biolégicas adversas que estao presentes nestes

produtos.® 19

Tabela 1. Estratégia adesiva, apresentacao e passos clinicos de aplicagdo dos sistemas adesivos.

- . . Passos clinicos
Estratégia adesiva Apresentagao

Acido Primer Bond
3 passos T

Condicionar e lavar 5 — ~ 1 1
passos by 1 1

2" passos gy
Autocondicionante T — ’\/ 1 1
passo oy 1 1

- - —
Universal 1 passo kg 1 1

": condicionamento acido seletivo ao esmalte

A capacidade de interacdo do sistema adesivo com o complexo dentino-pulpar é
amplificada pelo prévio condicionamento acido da dentina, uma vez que este resulta na

(1. 12) Os sistemas

exposicdo dos tubulos dentinarios, facilitando a difusdo do adesivo.
adesivos poderao apresentar propriedades citotoxicas devido, por exemplo, a polimerizagao
incompleta, o que resulta numa elevada concentragdo de compostos livres, ou a difusao de

alguns dos seus constituintes, através dos tubulos dentinarios.!'? 1)

Os sistemas adesivos que nao requerem condicionamento acido da dentina

@ 41 Dada a n&o abertura dos tubulos

incorporam a smear layer na interface adesiva.
dentinarios, estes sistemas adesivos apresentam uma penetragcdo menor na dentina do que
a que acontece quando ¢ utilizado acido ortofosférico (responsavel pela remogao da smear
layer). A utilizacdo destes sistemas adesivos na dentina esta, ainda, associada a uma menor

probabilidade de ocorréncia de reacdes adversas no complexo dentino-pulpar.('® 1®

Em cavidades dentinarias muito profundas, e independentemente da estratégia
adesiva utilizada, os componentes citotdxicos presentes nos sistemas adesivos podem

12.15) A realizagdo de

difundir-se através dos tubulos dentinarios e alcancar a polpa dentéria.'
uma protegcdo pulpar indireta reduz a capacidade de o sistema adesivo alcangar a polpa,
através da interposi¢ao de um biomaterial entre a cavidade justapulpar e a interface adesiva.
A aplicacao de biomateriais de protec¢ao pulpar indireta ou de bases cavitarias esta, todavia,

associada a uma reducdo da area de ades&o a dentina, o que compromete a adeséo.('" 1®
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Varios estudos publicados avaliaram a citotoxicidade de sistemas adesivos.® 5 1921

No entanto, estes estudos avaliam, frequentemente, adesivos de uma s6 estratégia adesiva
e com poucos testes realizados ou utilizam, na maioria, linhas de fibroblastos ou de células
extraorais. Existem, ainda, diversos protocolos utilizados e publicados. Assim, € necessario
avaliar adesivos das trés estratégias adesivas em simultaneo, para permitir uma comparagao
mais robusta dos resultados, e com base em modelos experimentais reprodutiveis e com

maior relevancia bioldgica.

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi realizar uma avaliagdo da
citotoxicidade, in vitro, de sistemas adesivos representativos das trés estratégias adesivas
comercialmente disponiveis (condicionar e lavar, autocondicionante e universal) mediante a
exposicao de culturas celulares de células tipo odontoblastos a meio de cultura condicionado

pelos materiais.
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2. Materiais e Métodos

Em todos os estudos, as culturas celulares foram incubadas de acordo com as
recomendacgdes da norma ISO 10993-5 (International Standard of Biological Evaluation of

22)

Medical Devices — part 5: tests for in vitro cytotoxicity)?®, que estabelece os procedimentos

adequados para a avaliagao da citotoxicidade in vitro de dispositivos médicos.

2.1. Sistemas adesivos

Neste estudo foram utilizados trés adesivos: Adper™ Scotchbond™ 1 XT (3M ESPE,
EUA), Clearfil™ SE Bond 2 (Kuraray Noritake Dental Inc., Japao) e Scotchbond™ Universal
(3M Deutschland GmbH, Alemanha). A estratégia adesiva, o lote de referéncia e a forma de

apresentacao dos adesivos utilizados encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Sistemas adesivos utilizados, estratégia adesiva, lote e forma de apresentagao.
Sistema adesivo Estratégia adesiva Lote Apresentagao

Adper™ Scotchbond™ 1 XT Condicionar e lavar N952010 Monofrasco

Dois frascos
(primer + bond)

Clearfil™ SE Bond 2 Autocondicionante AS0037

Scotchbond™ Universal Universal 80514A Monofrasco

Todos os procedimentos necessarios para o estabelecimento e a manutencao das
culturas foram realizados numa camara de fluxo laminar (Holten LaminAir HBB 2448, Holten,
Dinamarca), de acordo com a técnica assética para manutencao da esterilidade dos materiais,

suplementos e meios de cultura.® 24

Os sistemas adesivos foram colocados em moldes de placas de policloreto de polivinila
(PVC, do inglés Polyvynil Chloride), com 4 mm de didmetro, num volume total de 10 pl, e
polimerizados durante 20s com o fotopolimerizador Bluephase® Style (lvoclar Vivadent,
Principado do Listenstaine), até obtencao de um substrato soélido (pellets). No caso do
Clearfil™ SE Bond 2, o conteudo de cada um dos frascos foi adicionado em igual proporcao.

Concluida a preparagao dos pellets, estes foram removidos dos moldes.

20, 25

De acordo com protocolos ja publicados®® 2, os pellets foram incubados com meio de

cultura de células Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, 13,4g/l - D-5648, Sigma
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Aldrich, EUA), com pH 7,4, previamente suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS,
do inglés Fetal Bovine Serum, F7524, Sigma Aldrich, EUA), 3,7g/l de bicarbonato de sddio (S-
5761, Sigma Aldrich, EUA), 250 yM de piruvato de sodio (11360 Gibco™, Thermo Fisher
Scientific, EUA) e 1% de solugéo de antibidtico e de antifungico (10000 U/ml penicilina, 10
mg/ml estreptomicina e 25 ug/ml anfotericina B, A5955, Sigma Aldrich, EUA). Os extratos dos
adesivos foram preparados em tubos de falcon (Sarstedt 62.554.502, Alemanha), com a
relagcdo de um pellet por mL de extrato pretendido, durante 24 horas e em agitacédo, na
incubadora HeraCell® 150 (Thermo Electron Corporation, EUA), com humidade relativa de
95%, 5% de CO: e temperatura de 37°C. Os extratos obtidos foram centrifugados durante 5
minutos a 4000 rpm. Posteriormente, o sobrenadante foi recolhido e realizaram-se as diluicoes

pretendidas em meio de cultura DMEM.

Para os ensaios de atividade metabdlica testaram-se as concentragdes de 6,25%, de
12,5%, de 25%, de 50% e de 100%. Para os restantes ensaios testaram-se as concentragoes
de 25% e de 50%. Foram estabelecidos controlos para todos os ensaios, que corresponderam

a culturas expostas apenas ao meio de cultura DMEM.

2.2. Culturas celulares

No presente trabalho foi utilizada uma linha celular de rato tipo odontoblastos — MDPC-
23 (gentilmente cedida pelo Dr. Jacques E. Nor, Universidade de Michigan, EUA), sendo esta
uma linha celular de utilizagdo recomendada na avaliag&o in vitro da biocompatibilidade de
materiais dentarios.®® %) As células foram descongeladas e propagadas em cultura aderente,
em frascos de 75 cm? (Sarstedt 83.3911.002, Alemanha), tendo sido mantidas, em todas as

fases do estudo, na incubadora.

Para a realizagdo dos diversos ensaios, as células foram distribuidas em placas de
cultura. Para tal, apdés observacdo e avaliagdo da morfologia e densidade celulares ao
microscopio ético invertido (ECLIPSE TS100, Nikon, Holanda), o meio de cultura foi removido
e procedeu-se a lavagem com 5 mL de solugdo tampao salina de fosfato (PBS, do inglés
Phosphate Buffered Saline, constituida por 137 mM de cloreto de sédio [NaCl, S7653, Sigma
Aldrich, EUA], 2,7 mM de cloreto de potassio [KCI, P9333, Sigma Aldrich, EUA], 10 mM de
dihidrogenofosfato de sodio [NaH2PO4, S5011, Sigma Aldrich, EUA] e 1,8 mM de
dihidrogenofosfato de potassio [KH2PO4, P06662, Sigma Aldrich, EUA], com pH de 7,4). De
forma a destacar as células, adicionou-se um volume de 2 mL de uma solugéo de TrypLE™
Express Enzyme (12605028, Gibco™, Thermo Fisher Scientific, EUA) e incubou-se durante

dois minutos, a 37°C. Em seguida, o frasco foi observado ao microscépio 6tico, para confirmar

19



o0 destacamento celular, e adicionou-se um volume de 5 mL de meio de cultura DMEM, de

forma a inativar a reagao. A suspensao celular obtida foi transferida para um falcon.

Procedeu-se a contagem do numero de células de uma aliquota corada com azul de
tripano a 0,4% (T8154, Sigma Aldrich, EUA), com recurso a uma camara de Neubauer, no
microscopio o6tico invertido, com ampliacdo de 100x. O volume da suspensao celular foi
ajustado com recurso ao meio de cultura DMEM, de forma a obter a concentragao pretendida

para cada ensaio.

2.3. Estudos de citotoxicidade

Prepararam-se suspensées com 50.000 células/mL, que foram distribuidas por placas
de 48 pocos (Sarstedt 83.3923, Alemanha), para o ensaio da sulforrodamina B (SRB), ou de
96 pocos (Sarstedt 83.3924, Alemanha) para ensaio do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difeniltetrazolio (MTT), e incubadas durante 24 horas, para permitir a adesao das células.

Apos este periodo, substituiu-se o meio de cultura DMEM por igual volume de extrato
de cada sistema adesivo, nas concentragdes previamente preparadas. Os po¢os circundantes
foram preenchidos com DMEM, de forma a garantir condicées de humidade semelhantes
entre os pocos teste. As culturas celulares foram incubadas durante 2, 24 e 96 horas, para o

ensaio do MTT, e durante 24 horas, para o ensaio da SRB.

2.3.1. Atividade metabdlica

Para avaliacao do efeito dos biomateriais na atividade metabdlica das células realizou-

se 0 ensaio do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT).

Apos os respetivos periodos de incubacéo, o meio de cultura foi aspirado e procedeu-
se a lavagem dos pogos com PBS. Em seguida, adicionou-se um volume de 100 pL de uma
solugado de MTT (M2128, Sigma Aldrich, EUA) com a concentragao de 0,5 mg/mL em PBS e
pH de 7,4. As placas foram incubadas no escuro, a 37°C, durante a noite. De forma a permitir
a solubilizagao dos cristais de formazano, obtidos pela reag¢ao ocorrida, foi adicionado, a cada
poc¢o, um volume de 100 puL de uma solugao de 0,04 M de acido cloridrico (84415, Sigma
Aldrich, EUA) em isopropanol (563935, Sigma Aldrich, EUA). De forma a favorecer a
solubilizacao, as placas foram colocadas em agitacdo durante 45 minutos. Os pocos foram
individualmente homogeneizados e a absorvancia foi quantificada através de um laser com o

comprimento de onda de 570 nm, com um filtro de referéncia de 620 nm, utilizando o
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espetrofotometro EnSpire® (PerkinElmer Inc., EUA). Os resultados foram apresentados como
percentagem de atividade metabdlica das culturas teste em relagao a atividade metabdlica

dos controlos correspondentes.

2.3.2. Viabilidade celular
A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio da sulforrodamina B (SRB).

Apods o periodo de incubacao de 24 horas com os extratos, o meio de cultura foi
aspirado e procedeu-se a lavagem dos pogos com PBS. Apds secagem, adicionou-se um
volume de 50 pL de acido acético (ARK2183, Sigma Aldrich, EUA) na concentracao de 1%
em metanol (322415, Sigma Aldrich, EUA) a cada pogo. As placas foram incubadas durante
1 hora, a 4°C, de forma a permitir a fixagao das células. Posteriormente, a solugao foi removida
e as placas secaram a temperatura ambiente. Adicionou-se um volume de 50 puL de uma
solucdo de SRB na concentragéo de 4% (S9012, Sigma Aldrich, EUA) em &cido acético a 1%
e as placas foram mantidas, durante 2 horas, a temperatura ambiente e no escuro. Findo este
periodo, as placas foram lavadas com agua corrente e, apés secagem, adicionou-se um
volume de 150 uL de tampao Tris.NaOH na concentragdo de 10 mM (T1503, Sigma Aldrich,
EUA).

Apds homogeneizagao dos pogos, a observancia foi quantificada com o comprimento
de onda de 570 nm, com um filtro de referéncia de 690 nm, utilizando o espetrofotometro
EnSpire®. Os resultados foram apresentados como percentagem do contetdo proteico total
das culturas celulares submetidas aos extratos, em relagdo ao conteldo proteico total das

respetivas culturas controlo.

2.4. Morte celular

Os diferentes tipos de morte celular foram avaliados através da marcacao dupla com
anexina V (AnV) marcada com isotiocianato de fluoresceina (FITC) e com o iodeto de

propideo (IP), recorrendo a citometria de fluxo.

As células foram distribuidas em placas de seis pogos (Sarstedt 83.3920, Alemanha)
numa concentragcado de 500.000 células/pocgo e colocadas em contacto com os extratos. Apds
um periodo de incubacgao de 24 horas, os pogos foram lavados com PBS. As células foram
destacadas e concentradas, por centrifugagcdo, a 2500 rpm durante 5 minutos. O

sobrenadante foi decantado e adicionou-se um volume de 100 pyL de tampéao de ligagao
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(constituido por 0,01 M de Hepes [H7523, Sigma Aldrich, EUA], 0,14 nM de NaCl [S7653,
Sigma Aldrich, EUA] e 0,25 nM de CaCl2 [C4901, Sigma Aldrich, EUA], 2,5 uL de AnV FITC
e 1 uL de IP (KIT Immunotech, Franga), durante 15 minutos, a temperatura ambiente e no
escuro. Apos este periodo, adicionou-se um volume de 400 uL de PBS. As suspensdes foram
homogeneizadas e analisadas no citometro FACSCalibur (BD Biosciences, Becton Dickinson,
EUA). Para a analise e quantificacdo da informacgao utilizou-se o software Paint-a-Gate™
3.02, Machintosh Software (BD Biosciences, Becton Dickinson, EUA). Os resultados foram
apresentados sob a forma de percentagem de células vivas, em apoptose, em apoptose

tardia/necrose e em necrose.

2.5. Ciclo celular

O ciclo celular foi avaliado por citometria de fluxo, através da marcacao das células

com IP, um corante rotineiramente utilizado para a analise do DNA e do ciclo celular.

As células foram distribuidas em placas de seis po¢os numa concentragao de 500.000
células/poco e colocadas em contacto com os extratos. Apds um periodo de incubacgao de 24
horas, lavou-se com PBS. As células foram destacadas e concentradas, por centrifugacgéao, a
2500 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi decantado, adicionou-se um volume de
200 pL de etanol a 70%, com o tubo em agitacdo, e incubaram-se os tubos durante 30
minutos, a 4°C e no escuro. As células foram lavadas com 2 mL de PBS e a suspensao foi
centrifugada a 2500 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi decantado, adicionou-se um
volume de 500 uL de PI/RNase (Immunotech, Franga) e a suspensao foi homogeneizada e

incubada a 37°C e no escuro.

A suspensao foi analisada no citdémetro FACSCalibur, nos comprimentos de onda de
excitagao de 488 nm e de emissdo de 582 nm. Para a quantificagdo da informacéo utilizou-se
o software Paint-a-Gate™ 3.02, Machintosh Software. Os resultados foram apresentados sob
a forma de percentagem de células na fase Pré-G0, na fase G0/G1, na fase S ou na fase
G2/M.

2.6. Morfologia celular e avaliagao qualitativa da citotoxicidade

As caracteristicas morfolégicas foram avaliadas com recurso a microscopia o6tica, apos

coloragao com o meio May-Grunwald Giemsa.
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As células foram distribuidas numa placa de 12 pogos (Sarstedt 83.3921, Alemanha),
numa concentragdo de 143.000 células/mL, em 700 yL de meio DMEM, sobre uma lamela.
Apoés adesao das células, foram adicionados os extratos e renovado o meio de cultura dos

pocos controlo. Procedeu-se a uma incubagao por um periodo de 24 horas.

O sobrenadante foi decantado e lavaram-se as células com PBS. Adicionou-se um
volume de 200 pL de solugdo de May-Grunwald (Laborclin, Brasil) e, apés 3 minutos,
adicionou-se igual volume de agua ultrapura. O sobrenadante foi decantado e adicionou-se
um volume de 400 uL de solucado de Giemsa (Laborclin, Brasil), 3:10 mL de solucgéo, diluida
em agua ultrapura. As lamelas foram lavadas com agua corrente para remog¢ao de excesso
dos corantes e montadas em laminas, usando o meio de montagem DAKO glycergel (DAKO,
Dinamarca). As laminas foram observadas ao microscépio o6tico e fotografadas com uma
camara Nikon OS-Fi2 (Nikon, Téquio, Japao) acoplada ao software NIS-Elements D (Nikon,

Toquio, Japao), com a ampliagdo de 100x.

Procedeu-se a avaliagao qualitativa da citotoxicidade com base na observacéao de trés
fotografias por cada duas laminas das diferentes condi¢des. Foi aplicada a classificagao
descrita na norma ISO que orientou o planeamento do trabalho e que esta apresentada na
Tabela 3.

Tabela 3. Determinagéo qualitativa da citotoxicidade de extratos.??

Grau | Reatividade Condigao das culturas

Granulos intracitoplasmaticos discretos, sem lise celular e sem

0 Ausente . .
redugéo do crescimento celular

Até 20% das células sado arredondadas, leve perda da
aderéncia e auséncia de granulos intracitoplasmaticos ou
1 Leve ~ . . .
alteragbes morfoldgicas; ocasionalmente, presenca de lise

celular; leve inibicdo do crescimento celular

Até 50% das células sao arredondadas, sem granulos
2 Ligeira intracitoplasmaticos, sem lise celular marcada; inibigdo do

crescimento celular até 50%

Até 70% das células sdo arredondadas ou em lise celular; as
3 Moderada | camadas celulares n&o estdo completamente destruidas, mas

observa-se mais de 50% de inibicdo do crescimento celular

Destruicdo das camadas celulares completa ou quase

4 Severa
completa
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2.7. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao software GraphPad Prism 8® (San
Diego, EUA).

Foi considerado um valor de significancia de 5% para todas as comparacdes e utilizou-
se o teste Shapiro-Wilk para a avaliagdo da normalidade da distribuicdo das variaveis

quantitativas.

Realizou-se a comparacao da atividade metabdlica das culturas celulares submetidas
as diferentes concentracbes dos estratos obtidos de cada sistema adesivo com as culturas
celulares controlo, normalizadas a 100%, utilizando o teste t-student para uma amostra, nos
casos em que se verificou uma distribuicdo normal e homogeneidade de varidncias. Na
auséncia de normalidade optou-se pelo teste de Wilcoxon. Para cada tempo de estudo
compararam-se os trés sistemas adesivos nas diferentes concentragbes e cada condigao
teste foi comparada nos trés tempos de estudo. Para esta analise foi utilizado o teste ANOVA
(do inglés, analysis of variance) de um ou dois fatores, conforme a sua aplicabilidade e apds
confirmagao dos critérios de normalidade e homogeneidade de variancias. Quando os
pressupostos nao foram verificados, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis. Foram realizadas
comparagdes multiplas entre os grupos utilizando a correcdo de Tukey (para os testes

paramétricos) e de Dunn (para os testes ndo paramétricos).

Compararam-se os resultados da viabilidade celular tendo por base os mesmos

critérios e testes realizados para a atividade metabdlica.

Relativamente as vias de morte e ciclo celular, realizou-se a comparacao entre as
condicdes teste e o grupo controlo, utilizando a ANOVA de um fator. Nas situagcdes em que
0s seus pressupostos nao foram verificados realizou-se o teste de Kruskal-Wallis. Realizaram-
se, ainda, comparag¢des multiplas entre os grupos experimentais, utilizando os testes

anteriores, com a respetiva correcao de Bonferroni ou de Dunn, conforme a sua aplicabilidade.

Os resultados foram apresentados sob a forma de média e erro padrao.
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3. Resultados

3.1. Atividade metabédlica

Os resultados da avaliagdo da atividade metabdlica das células da linha MDPC-23,

obtidos através do ensaio do MTT, estéo representados na Figura 1.

Apods 2 horas de incubacgao, os extratos de Adper™ Scotchbond™ 1 XT determinaram
uma diminuicdo significativa da atividade metabdlica para 74,17 £ 2,63% (p=0,010) apds
exposicao das culturas celulares a concentragédo de 100%. Apds exposicao aos extratos de
Clearfi™ SE Bond 2 a concentracdo de 50% e de 100%, observou-se uma diminui¢cao
significativa da atividade metabdlica para 75,77 + 6,86% (p=0,039) e para 23,49 + 1,41%
(p<0,001), respetivamente. Na concentracéo de 100% verificou-se que a atividade metabdlica
das células expostas aos extratos de Clearfil™ SE Bond 2 foi significativamente inferior a das

células expostas aos extratos de Adper™ Scotchbond™ 1 XT (p=0,034).

Apods 24 horas de incubacao, foi identificada uma diminuigao significativa da atividade
metabdlica das culturas celulares expostas aos extratos de Adper™ Scotchbond™ 1 XT, para
valores de 82,64 + 1,65% (p=0,009), apds exposi¢do a concentracado de 25%, para 33,55 *
13,79% (p=0,041), apds exposicéo a concentracéo de 50%, e para 25,84 £ 6,40% (p=0,007),
apos exposicao a concentragao de 100%. Apds exposicao das culturas celulares aos extratos
de Clearfil™ SE Bond 2 nas concentragdes de 50% e de 100% identificou-se uma diminuicéo
significativa da atividade metabdlica para 10,40 = 3,36% (p=0,001) e para 11,60 + 7,22%
(p=0,001), respetivamente. A exposicao das culturas celulares aos extratos de Scotchbond™
Universal na concentracdo de 100% determinou uma diminuigéo significativa da atividade
metabdlica para 3,33 + 1,17% (p<0,001). Para a exposicdo a concentracdo de 50%, a
atividade metabdlica das células expostas aos extratos de Clearfil™ SE Bond 2 foi
significativamente inferior a das células expostas aos extratos de Adper™ Scotchbond™ 1 XT
(p=0,044) e de Scotchbond™ Universal (p=0,008).

Apods 96 horas de incubagao com os extratos de Adper™ Scotchbond™ 1 XT foi
identificada uma diminuig¢ao significativa da atividade metabdlica das células MDPC-23, apds
exposicao as concentracoes de 12,5%, de 25% e de 100%. Assim, a atividade metabdlica
desceu para 41,98 + 2,88% (p=0,003), apds exposicéo a concentracéo de 12,5%, para 0,85
1 0,04% (p<0,001), apds exposi¢do a concentracédo de 25%, e para 2,03 + 0,97% (p<0,001),
apos exposicao a concentragdo de 100%. Relativamente aos extratos de Clearfil™ SE Bond
2 foi identificada uma diminuicdo significativa da atividade metabdlica para 49,88 + 2,56%

(p=0,003), apds exposicao a concentracéo de 12,5%, para 2,61 £ 1,75% (p<0,001), apds
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exposicdo a concentracao de 25%, para 1,22 + 0,50% (p<0,001), apds exposi¢cdo a
concentracao de 50%, e para 1,27 + 0,55% (p<0,001), apds exposi¢cao a concentracéo de
100%. A exposicao das culturas celulares aos extratos de Scotchbond™ Universal determinou
uma diminuicdo significativa da atividade metabdlica para 42,87 + 2,53% (p=0,002), apds
exposicdo a concentracédo de 12,5%, para 1,14 = 0,30% (p<0,001), apds exposicédo a
concentracao de 25%, para 0,61 + 0,13% (p<0,001), apds exposicao a concentracao de 50%,

e para 1,49 + 0,55% (p<0,001), apds exposicéo a concentragdo de 100%.

Os extratos de Adper™ Scotchbond™ 1 XT na concentragao de 6,25% determinaram
uma diminuicao significativamente mais acentuada da atividade metabdlica apds exposicao
durante 96 horas do que durante 2 horas (p=0,012). Na concentragédo de 12,5% verificou-se
uma diminuicao significativamente mais acentuada da atividade metabdlica apds exposicao
durante 96 horas do que durante 2 horas (p<0,001) e do que durante 24 horas (p=0,002). A
concentracado de 25% determinou uma diminuigéo significativamente mais acentuada da
atividade metabdlica apds exposi¢do durante 96 horas do que durante 2 horas (p=0,015).
Aquando a exposicao a concentracao de 50%, verificou-se uma diminuig¢do significativamente
mais acentuada da atividade metabdlica apds incubagao durante 96 horas do que durante 2
horas (p=0,012). Na concentracdo de 100%, a exposi¢cao durante 24 horas determinou a
diminuigao significativamente mais acentuada do metabolismo celular do que durante 2 horas
(p<0,001), assim como foi mais acentuada apds exposi¢cao durante 96 horas do que durante
2 horas (p<0,001) e do que durante 24 horas (p=0,005).

Os extratos de Clearfil™ SE Bond 2 na concentragéo de 12,5% determinaram uma
diminuicdo significativamente mais acentuada da atividade metabdlica apds exposigcao
durante 96 horas do que durante 2 horas (p=0,002) e do que durante 24 horas (p=0,004).
Ap0s exposicao a concentracao de 25%, verificou-se uma diminuigéo significativamente mais
acentuada da atividade metabdlica apds exposi¢cao durante 96 horas do que durante 2 horas
(p<0,001) e do que durante 24 horas (p=0,002). A exposicdo a concentracdo de 50%
determinou a diminuicdo significativamente mais acentuada da atividade metabdlica apds
exposicao durante 24 horas do que durante 2 horas (p<0,001) e apds exposi¢cao durante 96
horas do que durante 2 horas (p<0,001). Com a concentragdo de 100% verificou-se uma
diminuicdo significativamente mais acentuada da atividade metabdlica apds exposigcao

durante 96 horas do que durante 2 horas (p=0,028).

Os extratos de Scotchbond™ Universal na concentracao de 12,5% determinaram uma
diminuigao significativamente mais acentuada apds exposi¢cdo durante 96 horas do que
durante 2 horas (p<0,001) e do que durante 24 horas (p<0,001). Com a concentracao de 25%

verificou-se uma diminuicao significativamente mais acentuada apds exposi¢cao durante 96
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horas do que durante 2 horas (p<0,001) e do que durante 24 horas (p<0,001). A exposigcao a
concentracao de 50% determinou uma diminuicéo significativamente mais acentuada apos
exposicao durante 96 horas do que durante 2 horas (p<0,001) e do que durante 24 horas
(p=0,002). Com a concentracao de 100% verificou-se uma diminuigéo significativamente mais
acentuada da atividade metabdlica apds exposi¢cao durante 96 horas do que durante 2 horas
(p=0,01).
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Figura 1. Atividade metabdlica das células MDPC-23 apés incubacao durante 2, 24 e 96 horas com os
extratos dos sistemas adesivos. Os resultados apresentados encontram-se sob a forma de média e
erro padrao de quatro ensaios independentes. As diferengas significativas, em relacao ao controlo ou
entre sistemas adesivos na mesma concentragdo, estdo representadas com *, em que * significa
p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.
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3.2. Viabilidade celular

Os resultados da avaliagado da viabilidade celular das células da linha MDPC-23,

obtidos através do ensaio da SRB, estéo representados na Figura 2.

Os extratos de Adper™ Scotchbond™ 1 XT, de Clearfii™ SE Bond 2 e de
Scotchbond™ Universal determinaram uma diminui¢ao significativa da viabilidade celular
apos exposicao as concentragdes de 25% e de 50% durante 24 horas. Assim, foi identificada
uma diminuigdo da viabilidade celular para 76,22 + 2,34% (p=0,002), apds exposi¢do aos
extratos de Adper™ Scotchbond™ 1 XT na concentragao de 25%, e para 61,18 + 2,98%
(p=0,001), apds exposigdo aos extratos na concentracdo de 50%. Os extratos de Clearfil™
SE Bond 2 determinaram uma redugao significativa da viabilidade celular para 39,33 £ 5,69%
(p=0,009), apds exposicao a concentracéo de 25%, e para 20,01 + 7,69% (p=0,009), apds
exposicao a concentracéo de 50%. A incubacdo com os extratos de Scotchbond™ Universal
determinou uma diminuicdo da viabilidade celular para 79,01 + 3,22% (p=0,007), apos
exposicado a concentracado de 25%, e para 63,90 + 4,26% (p=0,003), apds exposicao a

concentracao de 50%.

Os extratos de Clearfil™ SE Bond 2 determinaram, na concentragdo de 25%, uma
diminuigcao significativamente mais acentuada da viabilidade celular do que a exposi¢do aos
extratos de Adper™ Scotchbond™ 1 XT (p=0,002) e de Scotchbond™ Universal (p=0,001).
Também com a concentracdo de 50%, os extratos de extratos de Clearfii™ SE Bond 2
determinaram uma diminuicao significativamente mais acentuada da viabilidade celular do

que a exposicao aos extratos de Adper™ Scotchbond™ 1 XT (p<0,001) e de Scotchbond™

Universal (p<0,001).  vjabilidade celular (24 horas)

100
L Bl Adper™ Scotchbond™ 1 XT
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Figura 2. Viabilidade celular das células MDPC-23 submetidas aos extratos dos sistemas adesivos

durante 24 horas. Os resultados apresentados encontram-se sob a forma de média e erro padrao de
trés ensaios independentes. As diferengas significativas, em relacdo ao controlo ou entre sistemas
adesivos para a mesma concentragao, estdo representadas com *, em que ** significa p<0,01 e ***

significa p<0,001.
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3.3. Morte celular

Os resultados relativos a avaliagcao dos tipos de morte celular das células da linha

MDPC-23, obtidos por citometria de fluxo, estdo representados na Figura 3.

Nas culturas celulares controlo observou-se um numero percentual de células viaveis
de 80,5 £ 1,6%, de células em apoptose de 9,5 £ 1,2%, de células em apoptose tardia/necrose
de 2,8 £ 0,6% e de células em necrose de 7,2 £+ 1,9%. Nao foram identificadas diferencas
estatisticamente significativas entre as culturas celulares expostas aos extratos e as culturas

celulares controlo.

Apos exposicao das culturas celulares aos extratos de Adper™ Scotchbond™ 1 XT na
concentracao de 25% identificou-se uma diminuicdo do numero de células viaveis para 73,3
1 9,5%. Esta diminuicédo foi acompanhada por um aumento da percentagem de células em
apoptose, para 14,2 + 4,2%, e em necrose, para 9,8 + 4,6%. Apds exposicao das culturas aos
extratos de Adper™ Scotchbond™ 1 XT na concentragdo de 50% identificou-se uma
diminuicdo do numero de células viaveis, para 67,3 = 9,0%, e um aumento da percentagem
de células em apoptose, para 18,7 * 6,7%, em apoptose tardia/necrose, para 3,8 £ 0,3%, e

em necrose, para 10,2 £ 5,1%.

A exposicdo das culturas celulares aos extratos de Clearfiil™ SE Bond 2 na
concentracao de 25% determinou a diminuigdo do numero percentual de células viaveis, para
64,5 £ 7,4%. Esta diminui¢cdo foi acompanhada por um aumento da percentagem de células
em apoptose, para 21,2 + 5,2%, em apoptose tardia/necrose, para 4,0 + 0,6%, e em necrose,
para 10,3 + 4,3%. ApOs exposicao das culturas aos extratos de Clearfil™ SE Bond 2 na
concentracao de 50% identificou-se uma diminuigéo da percentagem de células viaveis, para
60,5 + 9,0%. Esta diminui¢gdo foi acompanhada por um aumento do numero percentual de
células em apoptose, para 21,5 + 6,2%, em apoptose tardia/necrose, para 4,3 £ 0,9%, e em

necrose, para 13,7 £ 4,2%.

Apos exposicao das culturas celulares aos extratos de Scotchbond™ Universal na
concentracao de 25% identificou-se uma diminuicdo do numero percentual de células viaveis,
para 70,8 £ 5,9%, e um aumento do niumero percentual de células em apoptose, para 17,3 +
3,6%, em apoptose tardia/necrose, para 3,0 = 0,5%, e em necrose, para 8,8 + 2,8%. A
exposicao das culturas aos extratos de Scotchbond™ Universal na concentracédo de 50%
determinou uma reducao do numero percentual de células viaveis, para 68,5 + 7,1%. Esta
diminui¢ao foi acompanhada pelo aumento da percentagem de células em apoptose, para

19,7 + 3,4%, em apoptose tardia/necrose, para 3,8 + 0,9%, e em necrose, para 8,0 + 4,0%.
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Figura 3. Tipos de morte celular das células MDPC-23 submetidas aos extratos dos sistemas adesivos,

apos 24 horas. Os resultados apresentados encontram-se sob a forma de média e erro padrao de trés

ensaios independentes.
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3.4. Ciclo celular

Os resultados da avaliagao do ciclo celular das células da linha MDPC-23, obtidos por

citometria de fluxo, estao representados na Figura 4.

Nas culturas celulares controlo foi identificado um numero percentual de células em
fase Pré-GO0 de 3,0 + 2,0%, em fase GO/G1 de 46,5 + 9,5%, em fase S de 33,0 £+ 11,0% e em
fase G2/M de 21,0 = 1,5%. Nao se identificaram diferencas estatisticamente significativas

entre as culturas controlo e as culturas expostas aos extratos nas diferentes concentragdes.

A exposicao das culturas celulares aos extratos de Adper™ Scotchbond™ 1 XT na
concentracao de 25% determinou uma diminuicdo do numero percentual de células em fase
Pré-GO, para 2,0 £ 2,0%, em fase S, para 26,0 + 14,0%, e em fase G2/M, para 16,5 x 3,0%.
Esta diminuicdo foi acompanhada por um aumento da percentagem de células em fase
GO0/G1, para 58,0 + 17,0%. Apds exposicao das culturas celulares a concentracdo de 50%
identificou-se uma diminuicdo do numero percentual de células em fase Pré-GO, para 2,8 +
1,8%, em fase S, para 27,0 = 16,0%, e em fase G2/M, para 13,3 + 0,8%. Esta diminuicao foi
acompanhada por um aumento do numero percentual de células em fase G0/G1, para 60,0 +
16,0%.

Apos exposicao das culturas celulares aos extratos de Clearfil™ SE Bond 2 na
concentracao de 25% foi identificado um aumento do numero percentual de células em fase
Pré-GO, para 3,8 + 2,3%, e em fase GO/G1, para 63,8 + 10,3%. Este aumento foi
acompanhado por uma diminuicdo do numero percentual de células em fase S, para 24,0 +
11,3%, e em fase G2/M, para 12,5 + 1,0%. Apds exposi¢cdo das culturas celulares a
concentracao de 50% identificou-se um aumento do numero percentual de células em fase
Pré-GO0, para 3,3 + 2,3%, e em fase G0/G1, para 67,5 £ 10,5%. Por outro lado, foi identificada
uma diminuicdo do numero percentual de células em fase S, para 11,0 = 0,3%, e em fase
G2/M, para 21,3 £ 10,3%.

A exposi¢do das culturas celulares aos extratos de Scotchbond™ Universal na
concentracao de 25% determinou um aumento do numero percentual de células em fase Pré-
GO, para 3,3 +1,8%, e em fase G0/G1, para 61,5 + 9,0%. Este aumento foi acompanhado por
uma diminui¢do do numero percentual de células em fase S para 27,0 + 8,5%, e em fase
G2/M, para 18,0 + 0,5%. Ap6s exposicéo a concentragcéo de 50% foi identificado um aumento
do numero percentual de células em fase G0/G1, para 61,5 = 1,8%, e uma diminuicdo do
numero percentual de células em fase Pré-GO, para 2,8 £ 1,8%, em fase S, para 23,0 £ 9,8,
e em fase G2/M, para 15,8 + 0,8%.
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Figura 4. Fases do ciclo celular das células MDPC-23 submetidas aos extratos dos sistemas adesivos
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apos 24 horas. Os resultados apresentados encontram-se sob a forma de média e erro padrao de dois

ensaios independentes.
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3.5. Morfologia celular e avaliagao qualitativa da citotoxicidade

Os resultados da avaliagdo da morfologia celular e da avaliagdo qualitativa da
citotoxicidade das células da linha MDPC-23 estdo apresentados na Tabela 4. Estes
resultados representam a média resultante da aplicagcdo da classificagdo, previamente
descrita, em fotografias de células submetidas as diferentes condigbes, em trés ensaios

independentes.

Tabela 4. Avaliagédo qualitativa da citotoxicidade das culturas celulares submetidas aos extratos.

Condicao experimental Grau de citotoxicidade

Controlo 0 (ausente)

25% 1 (leve)
Adper™ Scotchbond™ 1 XT
50% 2 (ligeira)
25% 3 (moderada)
Clearfil™ SE Bond 2
50% 4 (severa)
25% 2 (ligeira)
Scotchbond™ Universal

50% 2 (ligeira)

Os extratos de Adper™ Scotchbond™ 1 XT, na concentracdo de 25%, foram
classificados com grau 1 de citotoxicidade, tendo-se identificado, nas imagens obtidas, uma
reduzida percentagem de células arredondadas, com perda de aderéncia ou alteragdes
morfoldgicas. Os extratos de Adper™ Scotchbond™ 1 XT, na concentragao de 50%, e os de
Scotchbond™ Universal, nas concentracdes de 25% e de 50%, foram associados ao grau 2
de citotoxicidade, com inibicdo do crescimento celular proxima de 50%. Os extratos de
Clearfil™ SE Bond 2, na concentracdao de 25%, foram classificados com grau 3 de
citotoxicidade, e, na concentracao de 50%, foram associados ao grau 4, onde se identificou
uma marcada inibicdo do crescimento celular, com alteragdes morfoldgicas e uma destruicao
das camadas celulares quase completa. Na Figura 5 encontram-se fotografias representativas

da classificagao atribuida.
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Controlo

Figura 5. Imagens de lamelas de células MDPC-23 em cultura, apds coloragdo com o meio May-
Grunwald Giemsa, submetidas aos extratos de Adper™ Scotchbond™ 1 XT, na concentracao de 25%
(B) e de 50% (C), de Clearfi™ SE Bond 2, na concentragéo de 25% (D) e de 50% (E), e de
Scotchbond™ Universal, na concentracédo de 25% (F) e de 50% (G). O grupo controlo nao foi exposto
a nenhum extrato (A). As imagens foram obtidas por microscopia 6tica, com uma ampliagao de 100x,

e sao representativas de trés ensaios independentes.
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4. Discussao

Os trabalhos experimentais in vitro compreendem desenhos de investigacdo que
permitem a realizagdo de estudos de uma variavel, sob condigbes controladas. Estes
trabalhos nao permitem, no entanto, a reproducao da dindmica completa do sistema existente
in vivo, pelo que importa referir que um material que in vitro se revela téxico nao é,
necessariamente, um material com igual capacidade tdxica quando usado em ambiente

clinico.®”

Na fase inicial deste projeto, durante alguns ensaios de adaptagao dos protocolos de
preparacgéo e utilizagdo dos extratos dos sistemas adesivos, obtiveram-se resultados pouco
consistentes. Apesar de a norma ISO utilizada na planificacdo deste projeto estabelecer que
os extratos ndo devem ser processados, os precipitados gerados no meio de cultura, apds
incubacao com os pellets, determinaram a necessidade de uma centrifugacao prévia a sua
aplicagéo sobre as culturas celulares. Este procedimento permitiu, ainda, prever uma maior
toxicidade, associada especialmente aos extratos de Clearfii™ SE Bond 2, uma vez que o

meio de cultura alterava de cor imediatamente apds o contacto com os pellets.

Os resultados da avaliagcdo da atividade metabdlica revelaram uma diminuicdo da
mesma em fungao do tempo e da concentragao dos extratos dos trés adesivos estudados. Os
extratos de Clearfil™ SE Bond 2 provocaram uma alteragao no metabolismo celular maior do
que a observada com os restantes adesivos. No periodo de incubacdo de 24 horas e na
concentracao 50% identificou-se uma diferenga estatisticamente significativa entre os extratos
de Clearfii™ SE Bond 2 e os extratos dos outros adesivos, determinando a execucao dos

restantes protocolos nestas condigbes experimentais.

Apesar de ampla e frequentemente utilizado como Unico ensaio, o ensaio do MTT
revela-se insuficiente na avaliagdo da citotoxicidade dos materiais, uma vez que a diminuigéo

da atividade metabdlica ndo resulta, necessariamente, em morte celular.®

Os ensaios de viabilidade celular realizados vieram corroborar os do metabolismo
celular. Foi identificada uma diminuigdo da viabilidade celular apds exposi¢ao aos adesivos e
nas diferentes condi¢des experimentais, face as culturas controlo, sendo que os extratos de
Clearfil™ SE Bond 2 determinaram, consistentemente, redugdes significativamente mais

acentuadas da viabilidade celular.

Com os estudos de citometria ndo foram identificadas diferengas estatisticamente

significativas quer relativamente a quantificagcao dos tipos de morte celular quer relativamente
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as fases do ciclo celular. No entanto, foi observada a presenga de um menor nimero de
células vivas e, consequentemente, um maior numero de células em apoptose, apoptose
tardia/necrose ou em necrose e, durante a avaliagao do ciclo celular, foi observado um maior
numero de células na fase GO/G1, em detrimento das fases S e G2/M, o que justifica as
imagens obtidas para a avaliagcao da morfologia celular e a inibicdo do crescimento celular

das culturas submetidas aos extratos dos sistemas adesivos.

Assim, apesar de os sistemas adesivos nao terem determinado diferengas
significativas entre os tipos de morte celular identificados nas culturas celulares expostas aos
mesmos, quando comparadas com as culturas celulares controlo, estes revelaram ser
responsaveis pela diminuicdo do metabolismo e viabilidade celulares, bem como pela inibicao
do crescimento das culturas. Dos trés sistemas estudados, o Clearfil™ SE Bond 2 demonstrou

ser 0 adesivo com maior citotoxicidade.

Neste estudo foi adotado o método de extratos e foram, inicialmente, estudadas
diversas concentragbes dos mesmos, utilizando uma linha celular do tipo odontoblastos.
Apesar de, clinicamente, os sistemas adesivos ndo serem aplicados sobre a polpa dentaria,
em cavidades muito profundas (justapulpares) podera ocorrer a difusao do sistema adesivo,

através dos tubulos dentinarios, alcancando a mesma.('? 1®

Desta forma, importa reconhecer as limitagdes do presente estudo relativamente a
transposicdo dos resultados para o ambiente clinico. O sistema adesivo Adper™
Scotchbond™ 1 XT carece de condicionamento acido prévio da superficie dentaria. O
condicionamento da dentina com acido ortofosférico € agressivo, sendo esta agressividade
diretamente proporcional & concentracdo e ao tempo de condicionamento da superficie.?” A
exposicao resultante dos tubulos dentinarios podera facilitar a difusao do adesivo e o eventual
alcance da polpa dentaria.'? Apesar de nao obrigatério, o sistema Scotchbond™ Universal
podera, também, ser aplicado sobre dentina previamente condicionada com &cido
ortofosférico, sendo que, neste caso, se levantam as mesmas preocupacgoes. Ja o Clearfil™
SE Bond 2, apesar dos resultados obtidos, apresenta, clinicamente, uma barreira protetora
adicional, a smear layer, resultante da preparagdo mecanica do substrato. A integracao desta
camada na interface adesiva e a dissolu¢ao do adesivo pela mesma constitui uma barreira a
progressao do adesivo em diregcdo a polpa dentaria, o que pode determinar uma menor

citotoxicidade."®

(29.39) sobre a difusédo de componentes resinosos no

Existem alguns estudos in vivo
interior dos tubulos dentinarios e consequente alcance da polpa dentaria. Tem sido ainda
referido que o grau de conversdo dos adesivos simplificados, quando comparados com

adesivos convencionais, € menor.®" No entanto, s3o necessarios estudos adicionais, que
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visem o estudo da difusdo dentinaria dos adesivos in vitro, idealmente com simulacao da
pressao pulpar, o que permitira avaliar, numa perspetiva mais proxima da realidade clinica, a

citotoxicidade dos sistemas adesivos.

Na Literatura encontram-se ainda alguns estudos in vitro que pretendem avaliar a
citotoxicidade de sistemas adesivos. Em trabalhos publicados nos quais se utilizou a
metodologia de extratos, de contacto direto ou de contacto indireto, s&o diversos os resultados
e conclusdes. No estudo de Koulaouzidou e colaboradores®?, os sistemas adesivos do tipo
condicionar e lavar determinaram uma maior citotoxicidade quando comparados com
sistemas adesivos autocondicionantes. No entanto, outros autores reportaram os sistemas
adesivos autocondicionantes como aqueles aos quais se associou uma maior
citotoxicidade.!'® %% Pagano e colaboradores®®?) desenvolveram um estudo cujos resultados
revelaram que o sistema adesivo universal utilizado determinou uma menor citotoxicidade. No
entanto, os resultados nao foram estatisticamente significativos quando se tentou estabelecer
uma comparagao com outros sistemas adesivos em estudo. Foram ainda publicados estudos
cujos resultados revelaram que os sistemas condicionar e lavar e o0s adesivos
autocondicionantes determinaram igual citotoxicidade para as culturas celulares.®" 3% Em
estudos que desenvolveram ensaios com utilizacao de uma barreira dentinaria, os sistemas
adesivos do tipo condicionar e lavar determinaram uma maior citotoxicidade quando

comparados com sistemas autocondicionantes.®¢-3®

Como nos estudos referidos a citotoxicidade foi frequentemente avaliada unicamente
pela atividade metabdlica, a interagdo que os adesivos apresentam em contacto com as
culturas celulares permanece pouco estudada. Os resultados do presente estudo demonstram
que a diminuicdo da viabilidade celular e a citotoxicidade dos adesivos relaciona-se com a
inducdo da morte celular, traduzida pelo aumento percentual de células em apoptose € em
necrose. Para além disso, mesmo apds exposicdo a extratos dos adesivos de menor
concentracao, as células vivas presentes revelaram alteragdes no ciclo celular, com uma
reducao de células em fase S e G2/M, ou seja, a redugdo de células com capacidade de
divisao e proliferacdo. Desta forma, os adesivos nao so alteraram o metabolismo das culturas
como também impediram a normal propagacdo das mesmas. Clinicamente, esta
citotoxicidade podera impedir a ocorréncia de importantes processos fisiolégicos, como a
dentinogénese reparadora, pela diminuicdo da viabilidade celular, através da reducéao da
capacidade de divisdao e propagacao das células progenitoras dos odontoblastos. Estas
alteragdes ocorreram em dependéncia do adesivo, onde os extratos de Clearfil™ SE Bond 2
determinaram uma inversdo percentual mais acentuada dos parametros avaliados,

comparando com os restantes extratos avaliados.
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Caldas e colaboradores!'®, em 2018, através de um estudo do tipo revisdo sistematica
sobre a citotoxicidade de sistemas adesivos, concluiram que um numero consideravel de
estudos possuia uma metodologia fragil, sendo que apenas quatro dos dez estudos
selecionados seguiram as orientacdo da norma ISO 10993-5, que estabelece os principios
para a avaliagdo bioldgica de dispositivos médicos. Os autores constataram que foram
adotadas diversas metodologias, com diferentes linhas celulares, protocolos de extragao e de
exposicao das culturas celulares aos sistemas adesivos, tendo ainda sido reportado o uso de

diferentes ensaios na avaliagao da viabilidade celular.

Adicionalmente, sao diversos os sistemas adesivos comercialmente disponiveis, com
multiplas formulagdes, mesmo quando classificados como seguindo a mesma estratégia
adesiva. Assim, a conjugacao destes fatores pode, por si so, justificar a variabilidade de
resultados constatada. No entanto, parece ser consensual que em estudos de contacto direto,
de contacto indireto ou de extratos, os sistemas adesivos em que 0 primer se apresenta
separado da resina fluida poderao determinar uma maior citotoxicidade por maior reatividade
do primeiro. Todavia, esta reagao esta dependente de fatores adicionais de grande relevo, tal
como o pH e os mondmeros funcionais presentes.®® Ja nos estudos que utilizam uma barreira
dentinaria, ndo parece existir uma relagao direta entre a citotoxicidade e a capacidade de
dissolucdo da smear layer ou o pH, mas sim com a espessura da barreira, sendo a
citotoxicidade inversamente proporcional a mesma. Para além disso, o protocolo de
esterilizacdo determina a conservacao ou destruicdo das fibras de colagénio dentinarias e,

consequentemente, a capacidade de infiltracdo do sistema adesivo.®

O presente estudo revela-se inovador ao avaliar comparativamente as trés
modalidades adesivas comercialmente disponiveis. O sistema adesivo autocondicionante
determinou maior citotoxicidade para as culturas celulares. No entanto, as diferencas
estatisticamente significativas da citotoxicidade ao nivel do metabolismo e viabilidade
celulares nao foram acompanhadas de alteragdes significativas nas vias de morte e ciclo
celular. Sao raros os trabalhos com avaliagao das vias de morte e ciclo celular em estudos de
citotoxicidade de sistemas adesivos e, com o presente estudo, ndo se verificaram alteracoes
significativas das culturas celulares nestes parametros apds exposicdo aos extratos dos
adesivos. O ensaio do MTT é, frequentemente, o Unico ensaio realizado. No entanto, e como
ja referido, este ensaio é insuficiente para a avaliagcao da citotoxicidade. Assim, a avaliagcao
da viabilidade celular € um ensaio complementar e necessario para uma maior robustez da
analise pretendida. A avaliagdo qualitativa da citotoxicidade € um parametro raramente
avaliado, mas é sugerida pela norma ISO que orienta a avaliagado in vitro de dispositivos

médicos, constituindo um elemento adicional e onde o sistema adesivo autocondicionante

39



revelou um maior grau de reatividade perante as culturas celulares, com inibicdo marcada da

proliferagcao celular.
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5. Conclusao

O presente trabalho permitiu confirmar a citotoxicidade in vitro do Adper™
Scotchbond™ 1 XT, do Clearfil™ SE Bond 2 e do Scotchbond™ Universal, aplicados sob a
forma de extratos em culturas de células MDPC-23. Esta citotoxicidade revelou ser
diretamente proporcional a concentragdo dos extratos e ao tempo de incubagdo com os

mesmos.

Apesar de as condi¢des de avaliagao de citotoxicidade dos adesivos ser diferente das
da realidade clinica de utilizagao destes materiais, a sua utilizagdo em cavidades profundas
justapulpares, em dentes com camaras pulpares amplas e em denticdo decidua ou
permanente jovem, perante a presencga de tubulos dentinarios de maiores dimensdes, deve

ser ponderada.

Na seleg¢do clinica do sistema adesivo recomenda-se considerar a denticdo e o
substrato dentario presente, bem como a profundidade das cavidades dentinarias e a
proximidade com a polpa dentaria. A utilizacdo dos sistemas adesivos em cavidades

justapulpares deve ser cautelosa.
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8. Abreviaturas, simbolos e formulas

ANOVA: Analysis of variance

AnV: Anexina V

DMEM: Dulbecco's modified eagle medium

FBS: Fetal bovine serum

FITC: isotiocianato de fluoresceina

IP: iodeto de propideo

ISO: International Organization for Standardization
MDPC-23: Mouse dental papilla cell -23

MTT: Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio
PBS: Phosphate buffered saline

PVC: Polyvinyl Chloride

SRB: Sulforrodamina B
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