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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a citotoxicidade de adesivos solvatados e
nao-solvatados com diferentes concentracées de 2-hidroxietil-metacrilato (HEMA)
sobre células da polpa dental humana. Para este fim, células foram isolados da polpa
dental de terceiros molares humanos higidos. Sistemas adesivos experimentais,
contendo ou nao solvente (etanol 10%), foram manipulados com diferentes
concentragfes de HEMA (0%; 10%; 20%). As células pulpares foram semeadas em
placas de 6 pocos e incubadas em estufa a 37°C e 5% CO2. Corpos-de-prova
cilindricos (5 mm de didametro, 1 mm de espessura) foram confeccionados e mantidos
em contato com meio de cultura por 24 h. Apés isso, 0 extrato obtido (meio de cultura
+ produtos liberados pelo sistema adesivo) foi aplicado sobre as células e mantido por
um periodo de 6 h. Decorrido este periodo, o extrato foi removido, nhovo meio aplicado
e apos periodos de 12 e 24 h foi realizada a analise da viabilidade celular utilizando o
reagente metiltetrazolium (MTT) e a analisada a liberacédo de citocinas pelas células.
Os dados foram analisados estatisticamente pela Andlise de Variancia a um critério
(a=0,05). Adesivos contendo HEMA tiveram toxicidade maior do que aqueles sem o
mondmero. No entanto, 0s adesivos contendo solvente reduziram significativamente
a viabilidade das células pulpares nos dois periodos avaliados. A exposicdo aos
adesivos aumentou a liberacédo de IL-6, IL-10 e TNF- a. Pode-se concluir que os
adesivos experimentais simplificados avaliados que continham solvente foram mais
toxicos as células pulpares, e que a exposicao aos agentes testados pode modular a

liberacao de citocinas inflamatorias por estas células.

Palavras-chave: Citotoxicidade. Citocinas. Inflamacéao.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the cytotoxicity of solvated and non-solvated
adhesives containing different amounts of 2-hydroxyethyl-methacrilate (HEMA) on
human dental pulp cells. Cells were obtained from dental pulp of human third molars.
Experimental adhesive systems, with or without solvent (ethanol 10%), were prepared
with different concentrations of HEMA (0%; 10%; 20%). The pulp cells were harvested
on 6-wells plagues and incubated at 37°C and CO:2 at 5%. Cylindrical specimens (5
mm diameter, 1 m thick) were prepared and maintained in contact with culture medium
for 24 h. After this period, the extracts (culture medium + products released from
adhesive systems) were applied to cells. After 6 h, the extracts were removed, a fresh
culture medium was applied and after 12 and 24-h periods, the cell viability and
cytokine release were analysed. The results were statistically analysed using one-way
ANOVA. Adhesives containing HEMA presented higher toxicity than the ones without
the monomer. The adhesives containing solvent reduced the cell viability of pulp cells
on the evaluated period. The exposure to the adhesives increased the release of IL-6,
[I-10, and TNF. It may be concluded that the evaluated experimental simplified
adhesives with solvent were more toxic to pulp cells, and the exposure to the evaluated

agents can modulate the cytokine release by such cells.

Keywords: Cytotoxicity. Cytokines. Inflammation.



1 INTRODUCAO

SUMARIO

2 CONCLUSOES GERAIS ... ettt e, 11

REFERENCIAS DA INTRODUGAO ......ceiiiiiieeeee ettt 12



1 INTRODUCAO

Os sistemas adesivos tém sido amplamente utilizados na odontologia
restauradora. Tais sistemas, extensivamente estudados quanto as suas propriedades
mecanicas [1-4], propiciam satisfatoria resisténcia de unido ao esmalte e dentina,
assim como adequada capacidade de selamento de interfaces.

Sabe-se que os sistemas adesivos apresentam toxicidade, a qual foi
demonstrada por diversos estudos in vitro, [5-8] e in vivo [9-13]. Dentre os mondmeros
utilizados nos sistemas adesivos, sdo trés os amplamente analisados quanto a
toxicidade celular: bisfenol-glicidil-dimetacrilato  (Bis-GMA), tri-etilenoglicol-
dimetacrilato (TEGDMA) e 2-hidroxietil-metacrilato (HEMA). O Bis-GMA € o
componente com maior toxicidade as células pulpares [14]. No entanto, devido a sua
extensa cadeia e consequente alto peso molecular, ndo possui capacidade de difusao
pelos tubulos dentinérios. Por isso, sua toxicidade, apesar de alta, € minima quando
h& uma barreira dentinaria entre o procedimento restaurador e a camara pulpar, ndo
permitindo o contato com seu tecido.

O HEMA é um mondémero de baixo peso molecular utilizado nos sistemas
adesivos como um diluente [15, 16]. Este reduz a viscosidade do Bis-GMA, auxiliando
na penetracdo do agente nas fibras coladgenas expostas ndo s6 pelo aumento da
fluidez do sistema, mas também devido a caracteristica hidrofila de sua molécula [16].
Alguns estudos ja demonstraram que o HEMA pode induzir um estado de estresse
oxidativo devido ao aumento significativo na formacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) [17], ao aumento da expressédo de COX-2 e de VEGF, eventos estes
associados a sua toxicidade [18, 19].

A toxicidade dos agentes pode levar a reducao da viabilidade das células, ou
mesmo a necrose ou apoptose celular [20]. Além disso, os danos causados as células
podem acarretar um processo inflamatorio [12], que pode culminar, clinicamente, em
hipersensibilidade pos-operatoria ou até mesmo em uma pulpite irreversivel. Este
processo inflamatorio é desencadeado e modulado pela liberacdo de mediadores
inflamatorios [21]. Citocinas como IL-1 e TNF-a s@o responsaveis pela iniciacdo do
processo inflamatério, além de estimularem a proliferacédo de células T e liberacdo de
histamina pelos macrofagos [21, 22]. Aléem destas, o IL-6 é também uma importante
citocina pro-inflamatoria que promove a ativacdo e diferenciacdo de células T [22].

Além dos mediadores pro-inflamatdrios, citocinas anti-inflamatérias tém o papel de
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conter e modular a resposta tecidual frente a agressdo gerada. O IL-10 é um
importante mediador anti-inflamatorio com a funcao de inibir a liberacdo de citocinas
pro-inflamatdrias por monadcitos e macréfagos e também de inibir a formagéo de 6xido
nitrico, agente capaz de induzir a apoptose celular [21, 22]. A liberacdo destes
mediadores ap0s exposicdo aos mondmeros lixiviados de agentes adesivos pode
motivar o desenvolvimento de um processo inflamatorio local decorrente da toxicidade
gerada.

A liberacdo desses agentes pode ser promovida por células como
odontoblastos, fibroblastos e macréfagos [23], células presentes no tecido pulpar e
gue podem servir como desencadeadores de uma reacao inflamatéria perante um
dano causado por mondmeros que se difundiram para este tecido durante um
procedimento restaurador.

Isoladamente, os monémeros podem apresentar reacdes celulares especificas,
ja amplamente demonstradas na literatura [24-27]. Os trabalhos que avaliam a
toxicidade de mondomeros de forma isolada sdo importantes para que sejam
descobertos e descritos os mecanismos de toxicidade dos agentes monoméricos em
diferentes linhagens celulares. Todavia, os monémeros sao utilizados combinados a
outros componentes na forma de adesivos e resinas restauradoras. Durante a reacao
de polimerizacdo, a copolimerizacdo dos agentes, assim como aprisionamento dos
mond&meros ndo-reagidos dentro da trama polimérica, podem modificar a resposta das
células perante os agentes, fazendo com que a toxicidade demonstrada nos
mondmeros isolados seja clinicamente irrelevante nos procedimentos odontoldgicos.
Sendo assim, é importante que seja realizada a avaliacdo da toxicidade de sistemas
adesivos experimentais sobre células pulpares, demonstrando o efeito ndo s6 dos
componentes isoladamente, mas a interacdo dos monémeros frente a diferentes
formulacdes, de forma a simular a aplicacdo clinica desses agentes e seus efeitos
diante as células da polpa. Assim, os objetivos do presente estudo sdo avaliar os
efeitos de diferentes concentragcdes de HEMA na citotoxicidade de adesivos com e
sem solvente sobre células pulpares, analisando também a viabilidade celular e

liberacdo de mediadores inflamatérios.
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2 CONCLUSOES GERAIS

Com base nos resultados do presente estudo, pode-se concluir que tanto a
presenca de HEMA quanto do etanol reduzem a viabilidade das células pulpares.

Também é possivel concluir que a adicdo de solvente aos adesivos aumentou
significativamente a toxicidade dos mesmos.

Ainda, conclui-se que a presenca de HEMA e de etanol nos adesivos é capaz
de modular a liberacdo de citocinas inflamatdrias; todavia, nem todos os mediadores

analisados sao influenciados por tais variaveis.
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