Revista de Odontologia da UNESP. 2006; 35(1): 97-106 © 2006 - ISSN 1807-2577

Avaliacao in vitro de sistemas adesivos de dentina

aplicados sobre células odontoblastoides

Carlos Alberto de Souza COSTA?, Josimeri HEBLING®

*Departamento de Fisiologia e Patologia, Faculdade de Odontologia,
UNESP 14801-903 Araraquara - SP
®Departamento de Clinica Infantil, Faculdade de Odontologia,
UNESP 14801-903 Araraquara - SP

Costa CAS, Hebling J. In vitro evaluation of adhesive systems applied on culture of odontoblas-
like cells. Rev Odontol UNESP. 2006; 35(1): 97-106.

Resumo: Objetivo: Avaliar a citotoxicidade de dois agentes adesivos dentindrios. Material
e método: Células imortalizadas de linhagem odontobldstica (MDPC-23) foram semeadas
(30.000 células/cm?) sobre laminulas de vidro posicionadas na base de 4 recipientes com
24 compartimentos. Ap6s 24 horas de incubagdo, o nimero de células aderidas ao substrato foi
contado. Sobre essas células, foram colocados 995 uL. de meio de cultura, no qual era adicionado
5 pL de cada material experimental: Grupo 1- Clearfil Liner Bond 2V (Kuraray Co.); Grupo 2-
Single Bond (3M ESPE); e Grupo 3- Hidréxido de cdlcio (Pathfinder Associates Inc.). No Grupo
4 (controle), 5 uL de tampao fosfato foi adicionado ao meio de cultura, e o nimero de células
foi novamente contado. O metabolismo celular foi avaliado pela técnica do methyltetrazolium,
sendo a morfologia das células caracterizada em MEV. Os dados numéricos obtidos foram
submetidos a andlise estatistica de ANOVA complementada pelos testes de Tukey, 7-student, e
Dunnett. Resultados: Para os grupos 1, 2 e 3, o nimero de células reduziu em 65, 73 e 14%,
respectivamente. Os testes estatisticos determinaram a significante diferenga entre todos os grupos
comparados entre si ou ao grupo controle. A reduciio no metabolismo celular para os grupos 1, 2
e 3 foi de 99, 99 e 37%, respectivamente. Conclusido: Ambos os agentes adesivos experimentais
causaram intenso efeito citotéxico sobre as células odontoblastéides, sendo o hidréxido de célcio
considerado o material menos citopdtico para as células MDPC-23.
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Abstract: Objective: To evaluate the cytotoxicity of two current dentin bonding agents.
Material and methods: The immortalized odontoblast cell line (MDPC-23) was plated
(30,000 cell/cm?) on round glass discs placed in the bottom of 24 well dishes. After 72 hours
incubation the cell number was counted. The following dental materials (5 uL) were added to
the culture medium (995 pL) and applied for 120 minutes to the cultured cells in 24 wells for
each group: Group 1- Clearfil Liner Bond 2V (Kuraray Co.); Group 2- Single Bond (3M ESPE);
and Group 3- Calcium hydroxide (Pathfinder Associates Inc.). In group 4 (control), phosphate
buffer saline solution was added to the fresh medium. The cell number was counted again. The
cytotoxic effects were evaluated by using the MTT assay and the cell morphology was analysed
by SEM. The scores obtained from the cell count and MTT assays were statistically analyzed by
the ANOVA method complemented by Tukey, t-student, and Dunnett tests. Results: In groups 1, 2
and 3 the experimental materials decreased the cell number by 65, 73, and 14%, respectively. The
difference among the experimental and control groups was statistically significant. In groups 1, 2,
and 3, the materials reduced the cell metabolism by 99, 99, and 37%, respectively. Conclusion:
Both experimental adhesive systems caused very high cytophatic effects to the MDPC-23 cells.
On the other hand, the calcium hydroxide was the least cytotoxic material evaluated.

Keywords: Cytotoxicity; adhesive systems; culture of cells; odontoblasts.
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Introducao

A citotoxicidade dos materiais odontolégicos, especial-
mente 0s resinosos, tem sido avaliada por meio de nume-
rosas pesquisas in vitro'*. Nessas pesquisas, oS materiais
experimentais, seus diferentes componentes isolados ou
em combinagdo, ou ainda aliquotas desses componentes
solubilizados em diferentes solu¢des foram colocados so-
bre células cultivadas em laboratério'®. A maioria dessas
pesquisas relatou que os componentes soliveis liberados
pelos materiais resinosos experimentais, particularmente
os diluentes de baixo peso molecular, sdo os principais
responsdveis pela citotoxicidade in vitro.

Muitas investigacOes avaliaram isoladamente os efeitos
toxicos de alguns dos componentes monoméricos mais
comumente usados nas resinas compostas, nos cimentos
resinosos € nos agentes adesivos, tais como 2-hydroxietil-
metacrilato (HEMA), bisglicidil metacrilato (BIS-GMA),
trietilenoglicol dimetacrilato (TEG-DMA), uretano dime-
tacrilato (UDMA), e glicidil metacrilato (GMA)'2#. Nessas
pesquisas, foi demonstrado o definido efeito citotéxico de
diferentes concentra¢des desses mondmeros, determinado
pela avaliacdo da respiracdo mitocondrial, da sintese de
proteinas, do conteddo total de proteinas e da sintese de
DNA.

Outras pesquisas in vitro tém avaliado a atividade geno-
toxica de componentes dos materiais dentdrios® ou ainda seu
efeito imunossupressor sobre células acessorias derivadas da
polpal® e a alteracdo na secrecdo de TNF-o. por mondcitos
cultivados''. Ratanasathien et al.’relataram a citotoxicidade
interativa de combinacdes bindrias de mondmeros presentes
em agentes adesivos de dentina. Esses pesquisadores pro-
puseram uma classificag@o do potencial citotéxico dos prin-
cipais componentes monoméricos dos materiais resinosos
de acordo com sua concentragdo. Também foi discutida a
possibilidade de a associag@o de diferentes componentes
num mesmo material vir a fazer com que reduzida quan-
tidade de mondmeros residuais soliveis permanecga no
material, resultando em menor efeito citotéxico. Como o
desenvolvimento de novos agentes adesivos com diferentes
composic¢des € uma situacio freqiientemente observada na
odontologia moderna, o objetivo do presente trabalho de
pesquisa foi avaliar o possivel efeito citotoxico de dois siste-
mas adesivos com diferentes composi¢des quando aplicados
sobre células de linhagem odontoblastica MDPC-23.

Material e método

Noventa e seis laminulas circulares de vidro (Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA, USA) com 12 mm de didmetro
foram posicionadas em quatro pratos retangulares de acrilico
com 24 compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA,
USA). Antes de serem utilizadas na presente pesquisa, as
laminulas de vidro foram mantidas em dlcool a 70% pelo pe-
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riodo de 6 horas, sendo posteriormente lavadas, sob agitacdo
constante, por 15 minutos com tampao fosfato em trés trocas
consecutivas da solugdo. Células imortalizadas de linhagem
odontoblastica MDPC-23 foram cultivadas em nimero de
30.000 células/cm?sobre as laminulas de vidro posicionadas
no fundo de cada um dos compartimentos. O meio de cultura
utilizado nesta pesquisa foi o o-MEM, suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS), penicilina, estreptomicina
e glutamina. Os pratos de acrilico com as células cultivadas
foram mantidos a 37°C em incubadora humidificada com
5% de CO, € 95% de ar.

Setenta e duas horas apds o inicio do cultivo celular, o
nimero de células MDPC-23 foi contado usando-se para isso
um reticulo 6ptico adaptado ao microscopio de luz NIKON
(Nikon Eclipse TS 100, Tokyo, Japan). Apés contagem
inicial das células, o meio de cultura foi cuidadosamente
aspirado, sendo substituido por uma solugdo composta pela
mistura de 995 UL de meio de cultura completo e 5 UL dos
materiais resinosos experimentais, ou por 995 uL de meio
de cultura completo e 5 uL de dgua de hidréxido de célcio.
A 4gua de hidréxido de célcio adicionada ao meio de cul-
tura completo foi preparada pela mistura de 5 g de p6 de
hidréxido de célcio em 10 mL de 4gua destilada esterilizada.
Essa solu¢ao foi mantida no refrigerador a 4°C por 24 horas
até que o po de hidréxido de célcio estivesse decantado no
fundo do recipiente. Para o grupo controle, 5 uLL de tampao
fosfato foi adicionado a 995 UL de meio de cultura com-
pleto. Essas solugdes compostas pela mistura de meio de
cultura e materiais experimentais ou controle permaneceram
sobre as células cultivadas pelo periodo de 120 minutos em
incubadora. Entao, o meio de cultura associado aos mate-
riais experimentais e controle foram aspirados, sendo, em
cada compartimento, novamente colocado 1 mL meio de
cultura completo, no qual as células permaneceram por um
tempo adicional de 4 horas. Finalmente, o ndmero celular
foi novamente contado, como descrito anteriormente. Vinte
e quatro espécimes foram usados para cada material em
teste: Grupo 1- Clearfil Liner Bond 2V (CLB2-V, Kuraray
Co., Osaka, Japan — Sub-grupos CLB2-V.1 e CLB2-V.2);
Grupo 2- Single Bond (SB, 3M ESPE, St. Paul, MN, USA
— Sub-grupos SB.1 e SB.2); Grupo 3- Hidréxido de célcio
(CaOH, Pathfinder Associates Inc., N. Muskegon, MI, USA
— Sub-grupos CaOH.1 e CaOH.2). Para o Grupo 4 (controle),
tampao fosfato (Sub-grupos TF.1 e TF.2) foi utilizado. Todos
os Sub-grupos 1 (CLB2-V.1, SB.1, CaOH.1 e TF.1) repre-
sentaram o nimero de células presentes sobre as laminulas
de vidro antes da aplicacio dos agentes adesivos, dgua de
hidréxido de cdlcio ou tampao fosfato nos compartimentos
dos pratos de acrilico. Por outro lado, todos os Sub-grupos 2
(CLB2-V.2, SB.2, CaOH.2 e TE.2) representaram o nimero
de c€lulas sobre as laminulas ap6s 120 minutos de contato
com 0s materiais experimentais, 4gua de hidréxido de célcio
e tampao fosfato.
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Apds a contagem final do nimero de células que per-
maneceram aderidas ao substrato de vidro, o metabolismo
celular foi avaliado, através da analise da atividade mitocon-
drial dessas células, pela técnica do methyltetrazolium (MTT
assay). Esse método de avalia¢do da atividade metabdlica
celular foi realizado porque estudos prévios demonstraram
que essa técnica € a mais freqiientemente utilizada para essa
finalidade, sendo caracterizada como efetiva para estimar
a citotoxicidade dos materiais empregados em odontolo-
gial?3¢, Os valores numéricos obtidos pela contagem celular
e pelatécnicade MTT foram submetidos a andlise estatistica
de ANOVA associada a testes para comparacdes muiltiplas de
Tukey e Dunnett, quando os grupos foram comparados com a
finalidade de determinar o efeito dos materiais experimentais
sobre as células. Testes t-student foram aplicados as médias
observadas para cada grupo nas condigdes experimentais
antes e depois da mistura dos materiais ao meio de cultura
e sua aplicagdo sobre as células. Todos os testes estatisticos
foram considerados ao nivel de seguranca de 95%.

Ainda dentro da andlise dos efeitos dos materiais ex-
perimentais sobre as células MDPC-23, estas tiveram sua
morfologia avaliada por meio de um microscépio eletronico
de varredura (MEV) apds fixac@o dos espécimes por 24 ho-
ras, em 2,5% de glutaraldeido (Electron Microcopy Science,
Fort Washington, PA, USA), em tampao fosfato (PBS),
pés-fixacdo por 1 hora em tetréxido de ésmio (Electron
Microcopy Science, Fort Washington, PA, USA) e processa-
mento para ponto critico. Para isso, duas laminulas de vidro
dos compartimentos representativos de cada um dos grupos
experimentais e controle foram removidas e processadas
para avaliagdo das células em MEV.

Resultado

Os valores referentes a contagem do nimero de células
que permaneceram aderidas ao substrato de vidro antes e
apos aplicacio dos materiais experimentais e controle estao
demonstrados no Tabela 1. Também, foi determinado que a
mistura de 995 UL de meio de cultura e 5 pL dos materiais
experimental ou controle ocasionou a varia¢do no pH final
da solugao (Tabela 1). O resultado da mistura dos materiais

Tabela 1. Nimero de células MDPC-23 aderidas ao substrato
de vidro antes e apds aplicacdo dos materiais experimentais e
controle

Numero de células

Grupos Materiais antes pHda depois pHda
solucdo solucdo
Gl CLB2-V 454 (7,4) 155 (6,9)
G2 SB 455 (7,4) 122 (7,1)
G3 CaOH 448 (7,4) 381 8,1)
G4 TF 436 (7,4) 445 (7,4)
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em teste e meio de cultura e de sua aplicagdo por 120 mi-
nutos sobre as células MDPC-23 também causou notdvel
variacdo no nimero dessas células que permaneceram
aderidas ao substrato de vidro. Quando comparada com o
grupo controle (TF), a redu¢do do nimero de células, em
nivel de porcentagem, para os Grupos 1, 2 e 3 foi de 65, 73,
14%, respectivamente. A aplicacdo da técnica do methyl-
tetrazolium (MTT assay) demonstrou ocorrer importante
diferenga entre os grupos experimentais resinosos (Gl e
G2), grupo do hidréxido de cdlcio (G3) e grupo controle
tampdo fosfato (G4). Como este grupo 4 (controle) repre-
sentou a taxa porcentual de 100% com relacédo a respiragao
mitocondrial das células, foi determinado que, para os
Grupos 1 e 2, ocorreu uma reducao de 99% no metabolismo
celular, enquanto, para o Grupo 3, essa redugao foi da or-
dem de 37%. Dois espécimes representativos de cada grupo
experimental e controle foram selecionados para avaliagdo
da morfologia das células MDPC-23 que permaneceram
aderidas ao substrato de vidro. Assim, foi possivel demons-
trar, para o grupo controle (G4), que as células MDPC-23
apresentavam-se organizadas em nédulos epitelidides, que
estavam proximos da confluéncia (Figuras 1 e 2). Essas cé-
lulas, de maneira individual, exibiam forma alongada com
finos e longos prolongamentos citoplasmaticos originados
de sua membrana. Esses prolongamentos citoplasmaticos
pareciam aderir as células MDPC-23 ao substrato de vidro.
Semelhante organizagdo celular foi observada para o grupo
do hidréxido de célcio (G3). Todavia, nesse Grupo 3, foi
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Figura 1. Grupo 4 (controle), Tampdo Fosfato. Observar as cé-
lulas organizadas em nddulos epiteidides, que estdo proximos da
confluéncia. MEV, 200x.
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G4 - Tampao Fosfato, 1000x 10 um

Figura 2. Grupo 4 (controle), Tampao Fosfato. As células exibem
forma alongada com finos e longos prolongamentos citoplasmaticos
originados de sua membrana. Esses prolongamentos citoplasmati-
cos pareciam aderir essas células MDPC-23 ao substrato de vidro.
MEYV, 1000x.

observada redugdo do niimero de células que compunham
os nddulos epitelidides aderidos ao substrato de vidro.
Para os grupos dos agentes adesivos (G1 e G2), as poucas
células MDPC-23 que permaneceram aderidas ao substrato
de vidro exibiam forma arredondada, com perda total ou
manutencido de poucos prolongamentos citoplasmaticos
curtos originados de sua membrana (Figuras 3 a 10). Em
algumas situagdes, as células MDPC-23, em contato com
o CLB2-V, exibiam apenas alguns finos prolongamentos
citoplasméticos aderindo seu corpo celular ao substrato de
vidro (Figuras 5 e 6). Todavia, a maioria das células exibia
tamanho reduzido com forma arredondada e com auséncia
de prolongamentos citoplasmadticos, caracteristicas estas
especialmente comuns para o Grupo SB (Figuras 7, 8 e 9).
Também foi observada em muitas células, principalmente
aquelas em contato com SB, a ocorréncia de rompimento
da membrana celular (Figura 10).

Analise estatistica (nimero de células)

Testes t-student foram aplicados para comparar o nimero
de células odontoblastdides que permaneceram aderidas
ao substrato de vidro antes e ap6s a adicdo de cada agente
adesivo experimental e hidréxido de cédlcio no meio de
cultura. Os resultados estdo apresentados graficamente na
Figura 11. Uma vez que os resultados dos testes de norma-
lidade e homogeneidade de variancia demonstraram que
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Gl - Clearfil Liner Bond 2V, 1000x 10 um

Figura 3. Grupo 1, Clearfil Liner Bond 2V. As poucas células
MDPC-23 que permaneceram aderidas ao substrato de vidro exi-
biam morfologia arredondada e de tamanho reduzido (comparar o
tamanho dessas células com o daquelas demonstradas na Figura 2).
Restos de células mortas ou que se desprenderam do substrato
de vidro podem ser observados ao redor daquelas que estavam
aderidas. MEV, 1000x.

—

G1 - Clearfil Liner Bond 2V, 3000x

Figura 4. Grupo 1, Clearfil Liner Bond 2V. Detalhe da figura an-
terior. Notar a forma arredondada das células e a perda da maioria
dos prolongamentos citoplasmdticos. MEV, x 3000x.
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G1 - Clearfil Liner Bond 2V, 3000x ————5um

Figura 5. Grupo 1, Clearfil Liner Bond 2V. 5 — Célula MDPC-23
com morfologia arredondada, porém com tamanho superior aquele
observado na figura anterior. Notar que, neste caso, a célula exibe
poucos prolongamentos citoplasmaticos finos que parecem manté-
la aderida ao substrato de vidro. MEV, 3000x.
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G1 - Clearfil Liner Bond 2V, 4000x

Figura 6. Grupo 1, Clearfil Liner Bond 2V. Detalhe de uma célula
odontoblastéide com morfologia alterada, porém ligeiramente alon-
gada e com prolongamentos citoplasmaticos, que parecem partir de
sua membrana para aderi-la ao disco de vidro. MEV, 4.000x.
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G2 - Single Bond. 1000x =———10um

Figura 7. Grupo 2, Single Bond. Observar uma drea que caracte-
rizava um nédulo epiteidide, porém com apenas algumas células
odontoblastdides que permaneceram aderidas ao substrato de vidro
ap6s adic@o do agente adesivo ao meio de cultura. MEV, 1000x.

G2 - Single Bond, 5000x 2 um

Figuras 8. Grupo 2, Single Bond. Detalhe da figura anterior, onde
duas células MDPC-23 assumiram morfologia arredondada, seme-
lhante aquela observada para o grupo CLB2-V (Figura 3). Notar
que, apesar de as células terem perdido praticamente todos os seus
prolongamentos citoplasmaticos, a membrana citoplasmadtica se
manteve intacta (sem ruptura). MEV, 5.000x.
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G2 - Single Bond, 2000x 5 um

Figuras 9. Grupo 2, Single Bond. Células MDPC-23 isoladas com
forma arredondada e em inicio de ruptura da membrana citoplas-
matica. MEV, 2000x.

G2 - Single Bond, 5000x 2 um

Figuras 10. Grupo 2, Single Bond. Apesar de a célula manter sua
morfologia ligeiramente alongada (Figura 6), observar a grave
ruptura da membrana celular com eliminag@o de fragmentos para
0 meio, o que pode caracterizar uma morte celular rdpida. MEV,
5000x.

os dados apresentavam distribui¢do normal (p > 0,05) e as
variancias apresentavam homogeneidade (p > 0,05), o teste
estatistico de andlise de varidncia a um critério fixo foi apli-
cado ao niimero de células antes da aplicacdo dos materiais
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Niimero de c€lulas antes e depois
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Figura 11. Gréfico de barras ilustrativo das médias de nimero de
células para os grupos experimentais antes e apds sua aplicacdo
(barra de erro = 1SD). Letras iguais representam médias estatis-
ticamente iguais.

com o objetivo de avaliar a igualdade das médias iniciais.
Essa andlise de variancia demonstrou haver diferenca entre
os grupos (p < 0,05). Assim, o teste de comparacdes multi-
plas de Tukey foi aplicado para localizar estas diferencas,
considerando os grupos dois a dois, sendo entdo evidenciado
que o Grupo 4 (TF) apresentava média estatisticamente
superior a dos Grupos 1 (CLB2-V) e 2 (SB), porém estatis-
ticamente igual a do Grupo 3 (CaOH).

Finalmente, o teste de Tukey aplicado ao nimero de cé-
lulas finais determinou que todas as médias, comparando-se
os grupos dois a dois, sdo estatisticamente diferentes. Assim
sendo, o Grupo TF foi o menos agressivo, uma vez que o
numero final de células foi o maior, enquanto o Grupo SB
foi o mais agressivo.

Analise estatistica (metabolismo celular)

A andlise estatistica de Levene aplicada aos dados numé-
ricos de metabolismo celular determinou que, embora todos
os grupos apresentassem distribuicdo normal, ndo havia
homogeneidade de variancia. O teste estatistico de ANOVA
para o fator respiracdo mitocondrial mostrou haver diferenca
estatistica entre as médias dos diferentes grupos. Portanto, e
devido ao fato de ndo existir homogeneidade de variancia,
o teste estatistico de Dunnett para comparacdes multiplas
foi aplicado (Figura 12), sendo possivel demonstrar que
apenas os Grupos 1 (CLB2-V) e 2 (SB) apresentaram médias
estatisticamente iguais.

Discussao

Entre as variadas metodologias atualmente recomenda-
das para avaliagdo da biocompatibilidade e citotoxicidade
dos materiais dentdrios nos diferentes niveis de pesquisa, 0s
testes in vitro em cultura de células sdo os que fazem parte
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Respirag¢do mitocondrial (MTT)
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Figura 12. Representaciio em grafico de barras das médias refe-
rentes a respiragdo mitocondrial de acordo com os grupos.

dos protocolos iniciais que mais amplamente tém sido utili-
zados por muitos pesquisadores'®. Para o desenvolvimento
desses testes, cultura primdria de células de variadas linha-
gens imortalizadas, tais como 1.929, Balb 3T3 e outras, além
de células obtidas da polpa tém sido utilizadas. Todavia, in-
tenso debate tem ocorrido sobre qual tipo de célula seria mais
indicado para esses testes in vitro, se células diploides ou de
linhagem continua. Enquanto nio ha defini¢cdes sobre esse
tema, estudos recentes tém determinado que tipos celulares
distintos respondem de maneira diferente quando expostos
a materiais experimentais®. Como os odontoblastos sdo as
células pulpares mais periféricas com relagdo a polpa, reves-
tindo toda a extensdo interna da dentina corondria e radicular,
€ sugerido que esse tipo especifico de célula estaria mais
susceptivel a agressdes externas de variada procedéncia,
inclusive aquelas decorrentes de diferentes procedimentos
clinicos ou entdo por contato direto de materiais dentarios,
que podem se difundir através dos tibulos dentindrios para
alcancar o espaco pulpar. Todavia, hd algumas limitagcdes
para a utilizag@o de células pulpares em pesquisas in vitro,
tais como a dificuldade de isolar uma populacido homogénea
de odontoblastos, a manutengao do fenotipo do odontoblasto
por longo periodo de tempo e a defini¢do da linhagem de
odontoblastos pela determinagao das proteinas expressas por
esse tipo celular'. Ainda, tém sido apontadas como outras
dificuldades, a falta de habilidade dos odontoblastos em
proliferar em cultura primdria e a dificil obtencéo de cultura
primdria, que pode consumir muito tempo para ser estabe-
lecida, além do que essas células pulpares podem, ainda,
ser induzidas a se diferenciar em outro tipo celular durante
a proliferacdo'>"3, Todavia, com o objetivo de superar essas
dificuldades e, assim, fornecer odontoblastos para testes de
citotoxicidade in vitro, células mesenquimais de polpas de
ratos foram induzidas a expressar o fenotipo de odontoblasto
em especiais condigdes laboratoriais. Assim, algumas li-
nhagens especificas de células imortalizados, RPC-C2A ',
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RDP4-17, MO6-G3' ¢ MDPC-23'7 foram estabelecidas
nas dltimas décadas. Recentemente, foi demonstrado que
as c€lulas RPC-C2A e RDP4-1 ndo expressam proteinas
especificas dos odontoblastos, sendo, por isso, caracterizadas
como pré-odontoblastos. Assim, na presente pesquisa, célu-
las MDPC-23 foram utilizadas para avaliar a citotoxicidade
dos materiais experimentais através da contagem e da andlise
da morfologia celular, bem como da determinac@o do meta-
bolismo celular. Essa linhagem de célula espontaneamente
imortalizada e clonada foi selecionada devido ao fato de ter
sido efetivamente caracterizada como de linhagem odonto-
blastica por apresentar morfologia epitelidide com multiplos
prolongamentos citoplasmaticos, alta atividade de fosfatase
alcalina e por expressar fosfoforina da dentina (DPP) e
sialoproteina da dentina (DSP), proteinas estas expressas e
sintetizadas apenas por verdadeiros odontoblastos'!. Ainda,
as células odontoblastéides MDPC-23 foram utilizadas em
pesquisas anteriores, em que foi avaliada a citotoxicidade de
outros agentes adesivos®, solucdes irrigadoras e de lavagem
de polpas expostas® e também para determinar, in vitro®!
o efeito do tempo de polimeriza¢do sobre a acdo citopética
de resinas compostas restauradoras.

Na presente pesquisa, o efeito citotoxico dos materiais
experimentais avaliados foi claramente demonstrado pela
metodologia de contagem do nimero de c€lulas e pela deter-
mina¢do do metabolismo celular (respiragdo mitocondrial).
Intenso e significante efeito citotoéxico causado pelos siste-
mas adesivos Single Bond (SB - 3M ESPE), Prime & Bond
2.1 (PB - Dentsply) e Syntac Sprint (SS - Vivandent) sobre
células de linhagem odontobldstica também foi demonstrado
na literatura®. Os agentes adesivos SB, PB e SS reduziram
o nimero de células em 41,0, 52,7 e 47%, respectivamente.
Assim, pode-se caracterizar que, enquanto em pesquisa
anterior o adesivo dentindrio SB reduziu em 41% o nimero
de células aderidas ao substrato, na presente pesquisa, a taxa
de reducdo para o mesmo material foi de 65%. E possivel
especular que a variagdo porcentual e numérica observada
entre as duas pesquisas possa ser explicada pelo fato de ser
diferente o niimero de passagens das células MDPC-23, o
que pode fazer com que elas se tornem mais sensiveis aos
materiais experimentais. Apesar dessa sugestao, pesquisas
recentes revelaram que as células MDPC-23 mantém seu
fenotipo independente do nimero de passagens (3, 37 ou 77).
Todavia, ndo foi determinada se sua sensibilidade também
€ mantida com o decorrer do tempo.

O efeito do pH dos meios de cultura onde foram adicio-
nados os materiais experimentais pode ser fator decisivo
para a citotoxicidade sobre as células. Este fator ja foi
anteriormente discutido na literatura®, tendo, na presente
pesquisa, o valor do pH dos meios de cultura com adi¢do
dos materiais em avaliagdo sofrido discreta alteracdo. Nesta
pesquisa, assim como ja relatado na literatura®, o meio de
cultura associado ao hidréxido de célcio foi aquele que so-



104 Costa & Hebling

freu maior variacao de pH (pH 8,1) quando comparado com
o pH do meio de cultura misturado com TF (grupo controle
—pH 7.4). Talvez esse pH basico determinado para o grupo
do hidréxido de célcio pudesse causar algum dano celular ou
mesmo estimular o processso de mineralizacio nos nédulos
de células MDPC-23, que expressam fortemente fosfatase
alcalina. Todavia, tragos de mineralizagdo nao foram obser-
vados no Grupo 3 quando os espécimes foram submetidos
a avaliacdo em microscopia eletronica de varredura. Por
outro lado, pode-se especular que a diminuicdo no ndimero
de células que permaneceram aderidas ao substrato, bem
como a reducio no metabolismo celular demonstrado para
o Grupo 3 tenham sido decorréncia da discreta alcalinidade
do meio de cultura. A alcalinidade de materiais baseados
em hidréxido de cdlcio tem sido amplamente demonstrada
na literatura como sendo responsavel por morte celular,
seguida de necrose de coagulacdo quando este material, na
forma de p6 ou pasta, € aplicado diretamente sobre tecido
conjuntivo®*?. Quanto aos Grupos 1 e 2, nos quais agentes
adesivos CLB2-V e SB foram avaliados, pode-se sugerir
que a prépria agcdo dos componentes desses materiais re-
sinosos, isoladamente ou em associagdo, foi a responsavel
pela notdvel morte de células e pela dréastica redu¢do no
metabolismo celular.

O mecanismo de acdio dos materiais resinosos, especial-
mente de seus componentes isolados ou em combinagdo, nao
estd completamente esclarecido. Todavia, muitas pesquisas
tém demonstrado e confirmado a atividade genotdxica e
mutagénica de materiais resinosos’**%, seu intenso efeito
citotéxico sobre cultura de células>”82 e o efeito imunossu-
pressor sobre células acessérias da polpal®. Recentes estudos
tém demonstrado que materiais que contém componentes
resinosos, tais como ethilenoglicol dimetacrilato (EGDMA),
trietilenoglicol dimetacrilato (TEGDMA), 2-hidroxietilme-
tacrilato (HEMA) e outros, podem exibir efeito genotdxico
por causar danos ao DNA celular ou induzir expressao de
protooncogenes através de ampla dele¢@o na seqiiéncia do
DNA?"2, Por outro lado, o efeito citotéxico dos agentes
adesivos e de seus componentes tem sido relatado, podendo
ocorrer pela incorporacio dos mondmeros na bicamada de
lipidio da membrana das células e resultando na solubiliza-
¢do dessa estrutura celular, levando a sérias alteragdes no
metabolismo e/ou a morte das células®. Pesquisas atuais
também avaliaram a deplecdo de glutadiona em fibroblastos
encubados com extrato de alguns biomateriais, tais como
resinas compostas, compdmeros e cimentos de iondmero
de vidro®!. Os pesquisadores demonstraram que o potencial
anti-oxidante de alguns precursores da glutadiona intrace-
lular proteje as células da acdo téxica dos componentes dos
materiais dentdrios resinosos’!. Assim, além do efeito de
mondmeros sobre a membrana celular, o estresse oxidativo
induzido por esses componentes dos materiais resinosos as-
sume papel importante no mecanismo de citotoxicidade®'2,
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Na presente pesquisa, ndo foi avaliado o mecanismo de acdo
dos materiais experimentais. Todavia, as fotomicrografias
obtidas em microscépio eletrdnico de varredura para anélise
da morfologia celular claramente evidenciaram que a grande
maioria das células foi letalmente afetada pelos agentes ade-
sivos e acabou se deslocando do substrato de vidro. Apenas
um reduzido niimero de células MDPC-23 que permaneceu
aderido ao substrato ndo exibia evidente ruptura de membra-
na, porém apresentava forma arredondada e com poucos e
curtos prolongamentos citoplasmaticos. Essas caracteristicas
morfolégicas observadas nesses grupos experimentais sao
tipicas de células em processo de morte por agdo quimica di-
reta de materiais resinosos®. Todavia, pode-se sugerir que as
poucas c€lulas que ainda foram observadas sobre a laminula
de vidro foram aquelas responsaveis por 1% de respiragdo
mitocondrial determinado pelo do teste de MTT. Apesar de
a presente pesquisa ndo ter avaliado o potencial genotoxi-
co/mutagénico e carcinogénico dos materiais experimentais
e nem o0 mecanismo de acdo sobre as células MDPC-23, foi
possivel demonstrar e comprovar dados cientificos anteriores
sobre os agentes adesivos serem materiais altamente toxi-
cos, cujas avaliagdes sdo de extremo interesse para a satde
publica. Dentro deste contexto, foi demonstrado que ambos
os agentes adesivos avaliados foram altamente citotoxicos
quando comparados ao hidréxido de célcio.

As normativas da ANSI/ADA®* e as diversas investi-
gacdes realizadas nas ultimas décadas demonstraram que
resultados de investigagdes sobre a biocompatibilidade dos
materiais dentdrios realizados em diferentes niveis de pes-
quisa (in vivo - em animais ou in vitro - em cultura de célu-
las) ndo podem ser extrapolados para situagdes clinicas em
seres humanos®-*%. Todavia, os testes de citotoxicidade em
cultura de células podem determinar o potencial agressivo
dos materiais sobre as células e direcionar os cuidados que
devem ser tomados quando da utilizacdo e recomendagdo
de aplicacdo desses materiais em procedimentos clinicos.
Com base nos dados cientificos obtidos na presente pesqui-
sa, foi possivel concluir que os sistemas adesivos Clearfil
Liner Bond 2V e Single Bond sdo os materiais com maior
potencial citotdxico para as células imortalizadas de linha-
gem odontoblastica MDPC-23, seguidos pelo hidréxido de
célcio, que apresentou discreta citotoxicidade.
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