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Resumo

TORRE, Eliana do Nascimento. Citotoxicidade, genotoxicidade e potencial inibitério
da MMP-2 por mondmeros metacrilatos aplicaveis na odontologia restauradora
adesiva. 2011. 96f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de POs-Graduacdo em
Odontologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Restauracfes adesivas apresentam desempenho satisfatorio em avaliacdes de curto
prazo, porém quando o periodo de avaliacdo da longevidade dessas restauracdes €
maior, problemas com a estabilidade do polimero formado pelo sistema adesivo e com
a degradacdo do colageno formador da camada hibrida, provocam uma queda
expressiva na durabilidade desse tipo de restauracdo. As metaloproteinases da matriz
extracelular (MMPs) sdo enzimas que tém sido associadas com a degradacdo do
coldgeno formador da camada hibrida e, por isso, a possibilidade de inibir a atividade
dessas enzimas tem sido considerada uma estratégia importante para a manutencao e
aumento da longevidade das restauragOes adesivas. O objetivo do presente estudo foi
avaliar o potencial inibitério da MMP-2 por monémeros com caracteristicas promissoras
relatadas na literatura relacionadas ao seu potencial inibidor de MMPs, sendo estes,
EGDMA (1), TEGDMA (2), TAGDMA (3), PEG200 DMA (4) e PEG400 DMA (5). Dentina
humana derivada de dentes recentemente extraidos foi utilizada para a obtencéo e
purificacdo das MMPs. O ensaio de inibicdo da MMP-2 foi realizado por zimografia.
Testes de citotoxicidade e genotoxicidade foram realizados com uma linhagem primaria
de fibroblastos pulpares humanos (FPH), além de uma linhagem imortalizada de
fibroblastos de camundongos 3T3/NIH. O teste colorimétrico MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazdlio) foi usado para medir a citotoxicidade dos
produtos testados, enquanto que o teste de formacgédo de micronucleos foi usado para
avaliar a genotoxicidade. Em todos os grupos a concentracdo de 10mM induziu a 100%
de morte celular. Nao houve diferenca de sensibilidade nas duas linhagens estudadas.
Estatisticamente, em relagdo ao grupo controle/ndo tratado, os monémeros foram mais
citotoxicos nos FPHs nos grupos 4 e 5. Resultados semelhantes foram encontrados na
linhagem 3T3, a excecao do grupo 2, que apresentou diferenca estatistica em todas as
suas concentracdes, nesta célula. Houve maior nimero de células micronucleadas nos
grupos onde foram utilizados os dois monémeros de cadeias intermediarias mais longas
(PEG200 DMA e PEG400 DMA) quando comparados ao controle, sugerindo os
resultados, que estes mondmeros sado mais citotoxicos e genotoxicos. A maioria dos
mondmeros metacrilatos apresentou consideravel, mas néo total inibicdo da MMP-2 em
todas as concentracbes atraves dos ensaios de zimografia. A excecdo foi o
PEG200DMA, o qual somente a concentracdo de 5mM inibiu a atividade gelatinolitica
da referida MMP.

Palavras-chave: MMP-2. Mondmeros. Citotoxicidade. Genotoxicidade. Zimografia.
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Abstract

TORRE, Eliana do Nascimento. Cytotoxicity, genotoxicity and MMP-2 inhibitory
potential of methacrylate monomers applied in adhesive restorative dentistry.
2011. 96f. Dissertacdo (mestrado) — Programa de PoOs-Graduacdo em Odontologia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Adhesive fillings are satisfactory on short-term evaluation. However, when the
evaluation period of longevity of these fillings is longer, problems with the stability of the
polymer formed by the adhesive system and the degradation of collagen forming the
hybrid layer provoke a large decrease in the durability of this type of filling. The
extracellular matrix metalloproteinases (MMPs) are enzymes, which have been
associated with the degradation of collagen present at the hybrid layer. Therefore, the
possibility of inhibiting the activity of these enzymes has been considered an important
strategy to maintain and increase the longevity of adhesive fillings. Hence, the aim of
this work is to evaluate the inhibitory potential of MMPs through the addiction of the
monomers with promising characteristics reported in previous studies. These monomers
have molecules known as “kidnappers” of bivalent cations. This characteristic is
important because the catalytic place of MMPs has zinc and calcium in its constitution.
Therefore, the coordination of molecules with the catalytic place of the enzyme would be
able to inhibit the activity of the MMPs. Dentine from teeth recently pulled will be used to
obtain and purify the MMPs of dentine.. The analysis of MMPs inhibition will be carried
out through a zymography. In case of positive results for the inhibition of MMPs,
cytotoxicity and genotoxicity tests will be carried out in cellular lineages of human pulp
fibroblasts apart from an immortalized lineage of fibroblasts of 3T3/NIH mice. The MTT
(bromide 3-(4.5-dimethylthiazol-2-ilo)-2.5-diphenyltetrazolium) colorimetric test will be
used to measure the cytotoxicity of the products tested and the test of micronucleus will
be used to measure genotoxicity. In all groups the 10mM concentration induced 100%
cell death. There was no difference in sensitivity in both strains. Statistically, in relation
to the control group/untreated, the monomers were more cytotoxic in HPFs of groups 4
and 5. Similar results were found for the 3T3 lineage, except for group 2, which also
showed statistical significance for all concentrations. There was a higher number of
micronucleated cells in the groups where the two monomers of intermediate chains
longer (PEG200 and PEG400 DMA) were used when compared to control. The results
suggest that these two monomers are more cytotoxic and genotoxic. Most of the
methacrylate monomers showed considerable but not total inhibition of MMP-2 by
zymography. The exception was the PEG200 DMA, which only the concentration of 5
mM inhibited the activity of this gelatinolitic MMP.

Keywords: MMP-2. Monomer. Cytotoxicity. Genotoxicity. Zymography.
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1 Introducéo

Apesar do desempenho satisfatério da maioria dos adesivos dentinarios em
estudos de curto prazo de avaliacdo, esses materiais deterioram drasticamente quando
avaliados em estudos de longevidade (DE MUNK et al., 2003; DE MUNCK et al., 2005;
BRESCHI et al., 2008). Essa caracteristica tem sido atribuida ao envelhecimento e
consequente degradagdo da camada hibrida, sendo esta ultima a principal responsavel
pela queda da resisténcia adesiva entre o dente e a restauracdo (DE MUNCK et al.,
2005; BRESCHI et al., 2008), resultando na perda da mesma. A degradacédo hidrolitica
do polimero resinoso constituinte da camada hibrida é considerada um fator primordial
para a queda da resisténcia adesiva entre o dente e a restauracdo (DE MUNCK et al.,
2005; BRESCHI et al., 2008). Entretanto, atualmente estudos associam a esse fator a
degradacdo enzimatica do colageno dentinario (PASHLEY et al., 2004; HEBLING et al.,
2005; CARRILHO et al., 2007a; CARRILHO et al., 2007b). Um crescente nimero de
estudos tem avaliado o efeito de enzimas proteoliticas na degradacdo do colageno
presente nesta camada (NISHITANI et al., 2006; TAY et al., 2006; CARRILHO et al.,
2007b). Muitos destes estudos tém atribuido um papel importante a um grupo de
enzimas chamado de metaloproteinases da matriz extracelular (MMPS) no processo de
degradacdo (PASHLEY et al., 2004; NISHITANI et al., 2006; TAY et al., 2006). Dentre
as MMPs, a metaloproteinase da matriz 2 (MMP-2), também conhecida como gelatinase
A, esta presente em grande quantidade na dentina humana (MARTIN-DE LAS HERAS
et al., 2000).

Metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) sdo enzimas proteoliticas
chamadas de endopeptidases, as quais sdo dependentes de zinco por possuirem
cations de zinco em seu dominio catalitico. Estas enzimas participam da remodelacao
da matriz extracelular através da degradacdo de macromoléculas, tais como o0s
diferentes tipos de colagenos e componentes da membrana basal. Estdo envolvidas
numa série de processos patoldgicos e fisioldgicos, como desenvolvimento embrionario,
remodelamento do tecido conjuntivo, crescimento e reparo tecidual e também

desenvolvimento de neoplasias. Fisiologicamente as MMPs estao sempre em equilibrio
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com seus inibidores teciduais, os TIMPs (WOESSNER, 1999; BIRKEDAL-HANSEN et
al., 1993; ZHANG et al., 2009).

Odontoblastos humanos tém a capacidade de sintetizar a gelatinase A (MMP-2)
durante a formacédo dentinaria (TJADERHANE et al., 1998), fazendo com que a MMP-2
esteja presente em grande quantidade na dentina humana (MARTIN-DE LAS HERAS et
al., 2000; MAZZONI et al., 2007). O estudo da formacado e longevidade da camada
hibrida, tem sido influenciado positivamente por produtos com potencial de inibicdo de
MMPs, a exemplo do Gluconato de Clorexidina (CHX) (HEBLING et al., 2005;
PASHLEY et al., 2004; CARRILHO et al., 2007a; CARRILHO et al., 2007b; BRESCHI et
al., 2010b; MOON et al., 2010). Recentemente foi demonstrado que mondémeros usados
amplamente na odontologia restauradora adesiva como o HEMA (CARVALHO et al.,
2009), o TEGDMA (CARVALHO et al., 2010) e um novo mondmero, o Metacrilato de

Zinco (HENN et al., 2011) foram capazes de inibir as MMPs enddgenas.

O monomero Trietilenoglicol Dimetacrilato (TEGDMA) e outros com 0S mesmos
grupamentos metacrilatos (EGDMA, T4AGDMA, PEG200DMA e PEG400DMA), mas com
diferentes pesos moleculares e comprimentos de cadeias, foram investigados neste
estudo. Os mondmeros testados possuem grupamentos éter (oxigénio ligado
diretamente a dois grupos organicos) e cadeias bem longas e flexiveis com capacidade
de formar éteres de coroa (flexdo que a molécula do monémero é capaz de fazer
guando forma um complexo com o oxigénio do grupamento éter ou do grupamento
carbonila e o céation bivalente presente no sitio catalitico da MMP) (CARVALHO et al,
2009; CARVALHO et al, 2010). Tendo em vista que o sitio catalitico das MMPs possui
calcio e zinco em sua constituicdo, espera-se que essas substancias sejam efetivas na
inibicdo de MMPs. A possibilidade de utilizar essas moléculas como inibidores de MMPs
associadas a materiais restauradores adesivos requer também a investigacao das suas
propriedades biologicas. O objetivo deste estudo foi avaliar novos mondmeros
metacrilatos quanto ao seu potencial inibitério de MMP-2, derivada de dentina humana

e sua biocompatibilidade.



2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial inibitério da atividade gelatinolitica e colagenolitica de

mondmeros metacrilatos, assim como a sua biocompatibilidade.

2.2 Objetivos especificos

Analisar se o tamanho da cadeia (quantidade de radicais) tem influéncia no
poder de inibicdo da atividade gelatinolitica e colagenolitica dos monémeros
metacrilatos testados.

Comparar o grau de citotoxicidade produzido pelos diferentes monémeros

testados, quanto ao tipo e tamanho do mondmero metacrilato.

Verificar a genotoxicidade dos mondmeros metacrilatos testados, comparando-os

guanto ao tipo e tamanho dos monémeros.

2.3 Hipotese

A hipétese nula é (1) que as substancias avaliadas ndo tenham nenhum
potencial inibitério sobre a atividade da MMP-2 da dentina humana e (2) a
biocompatibilidade destes monémeros metacrilatos seja diferente & dos materiais

usados na composicdo de adesivos dentinarios, na atualidade.



3 Revisao de literatura

3.1 Degradacao enzimética da camada hibrida (CH)

Desde que a adesao foi estabelecida pela impregnacdo do substrato dentinério
por uma mistura de mondmeros resinosos, a estabilidade da interface de unido
depende da formacdo de uma compacta e homogénea camada hibrida
(NAKABAYASHI et al., 1982).

A maioria dos sistemas adesivos tem um bom desempenho a curto prazo, porém
estes materiais degradam drasticamente a longo prazo (DE MUNCK et al., 2003;
BRESCHI et al., 2008).

Dentre os diferentes fendbmenos de envelhecimento que ocorrem na interface de
unido resina-dentina, alguns séo considerados fundamentais na degradacao da camada
hibrida como a insuficiente impregnacao da dentina durante o processo adesivo, a alta
permeabilidade da interface de unido, a sub-polimerizacdo dos monémeros e a ativacao
da atividade colagenolitica de enzimas enddgenas do préprio hospedeiro, estes
sdo alguns dos fatores que podem levar a reducdo da longevidade desta interface
(PASHLEY etal., 2011).

Sendo a camada hibrida formada pela interagdo entre matriz organica dentinaria,
cristais residuais de hidroxiapatita, monémeros e solventes, o envelhecimento pode
afetar cada um dos componentes individualmente (BRESCHI et al., 2008; DE MUNCK
et al., 2003; DE MUNCK et al., 2010).

Hashimoto et al. (2003) descreveram dois padrdes de degradag&o que ocorrem
na camada hibrida (CH) apo0s envelhecimento de um adesivo convencional de trés

passos. Estes autores relatam que ocorrer a desorganizacdo das fibrilas colagenas e a
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hidrélise da resina adesiva dos espacos interfibrilares da CH, enfraquecendo a

resisténcia da adesao resina-dentina.

A hidrélise é um processo quimico, no qual ocorre a quebra das ligacdes
covalentes adesivas entre os polimeros. Este fenbmeno acontece por adicdo de agua
aos ésteres dos adesivos metacrilatos, o que resulta em perda da massa resinosa. Este
fato € considerado a principal razdo para a degradacao intrinseca da camada hibrida,
contribuindo para a reducéo da resisténcia de unido, tanto quanto para a degradacéo
do colageno (TAY et al.,, 2006; DE MUNCK et al.,, 2005; BRESCHI et al.,, 2008;
PASHLEY et al., 2011).

Pashley et al. (2004) mostraram uma atividade intrinseca colagenolitica em
dentina mineralizada humana que pode ser inibida por inibidores especificos de
proteases.. Este estudo pioneiro sobre o papel das enzimas do hospedeiro, pela
primeira vez apoiou a hipétese de que a degradacdo do colageno da dentina humana
ocorre ao longo do tempo, ndo sé devido a atividade de colagenases bacterianas, mas
também através de enzimas enddgenas, as quais sao liberadas da matriz e ativadas ao

longo do tempo.

As evidéncias de atividades colagenolitica/gelatinolitica em matrizes de colageno
parcialmente desmineralizadas séo provas indiretas da existéncia de metaloproteinases
de matriz (MMP) em dentina humana, a qual contém MMP-2 (MARTIN-DE LAS HERAS
et al., 2000; BOUSHELL et al., 2008), MMP-8 (SULKALA et al., 2007), MMP-9 (DE
MUNCK et al., 2010; MAZZONI et al., 2007, 2009) e MMP-3 (BOUKPESSI et al., 2008).

A suscetibilidade dos adesivos dentinarios contemporaneos aos fluidos bucais e
a degradacao hidrolitica tém sido consequentemente associados in vitro e in vivo a
degradacgéo da unido dentina-adesivo (DE MUNCK et al., 2003; HASHIMOTO et al.,
2003). Associado a estes fatores, enzimas intrinsecas derivadas do hospedeiro também
desempenham importante papel na degradacéo das camadas hibridas (HASHIMOTO et
al., 2003; PASHLEY et al., 2004; TAY et al., 2006; MOON et al., 2010).
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3.2 Metaloproteinases da matriz (MMPSs)

As metaloproteinases da matriz (MMPs) formam um grupo de enzimas que tem
identidade estrutural, mas que sédo geneticamente distintas, as quais constituem uma
classe de endopeptidases e sédo principalmente envolvidas na degradagdo da matriz
extracelular em condi¢des patologicas e também fisioldgicas (VISSE e NAGASE, 2003;
STERNLICHT e WEBER, 2001). S&o principalmente sintetizadas na forma latente de
zimogénios inativos (pr6-MMPs) e requerem a ligacdo de um ion zinco ao seu sitio
catalitico e a clivagem de um dominio pro-peptideo para tornar-se cataliticamente
competente. Muitas MMPs s&o ativadas fora da célula por outras MMPs ativadas ou
proteinases serinas (EGEBLAD e WERB, 2002). Esta familia de enzimas é chamada
MMPs pelo fato de depender de ions metalicos para sua atividade catalitica, além de
possuirem habilidade de degradar proteinas estruturais da matriz extracelular (MEC).
Esta habilidade € essencial para as células poderem interagir corretamente com o
ambiente onde estdo localizadas, e para 0s organismos multicelulares se
desenvolverem e desempenharem sua funcédo (STERNLICHT e WEBER 2001).

As enzimas proteoliticas sdo classificadas como exopeptidases ou
endopeptidases baseado na clivagem do peptideo terminal ou interno,
respectivamente.Tomando como base o0 seu mecanismo catalitico e sensibilidade
inibitéria, muitas endopeptidases séo classificadas como serinas, cisteinas ou MMPs.
(STERNLICHT e WERB, 2001).

Muitas destas MMPs também estdo envolvidas no desprendimento e liberacédo
dos fatores de crescimento, citocinas e receptores celulares de superficie, na ativacéo
das pr6-MMPs, na inativacdo das proteinases e inibidores angiogénicos (STERNLICHT
e WEBER, 2001).

As MMPs regulam o comportamento celular de muitas maneiras e, por este
motivo, devido a habilidade de alterar o destino celular, ha necessidade de altos niveis

de controle. As MMPs podem ser controladas por ativadores e inibidores enddgenos,
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também chamados inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs), e por fatores que
influenciam sua secre¢do, sua localizacdo na superficie celular e sua propria
degradacédo e liberacdo. Os TIMPs desempenham um importante papel por suas
expressdes serem reguladas de acordo com o desenvolvimento e remodelacdo do
tecido. Em condi¢8es patoldgicas e de desequilibrio de MMPs, alteracdes nos niveis de
TIMPs sdo importantes, pois eles afetam diretamente o nivel de atividade das MMPs
(STERNLICHT e WEBER, 2001).

Como a regulacdo do potencial de degradacdo das MMPs € realizado
principalmente pelos TIMPs, a quebra do equilibrio entre TIMPs e MMPs pode resultar
em patologias tais como reumatismos, osteoartrites, cardiopatias, fibroses, enfisemas
pulmonares, crescimentos tumorais, invasao celular e metastases. Deste modo, MMPs

sao alvos atrativos para uma terapia de inibicdo (BODE e MASKOS, 2003).

Os TIMPs sao os principais inibidores endégenos de MMPs. O balan¢o entre
TIMPs e MMPs é muito importante para a remodelacdo da MEC, que é destruida em
muitas doencas. O aumento da concentracdo de TIMPs e aplicacdo de inibidores
extrinsecos de MMPs podem ser usados para recuperar o balanco e deste modo,
bloquear da progressao da doenca (ZHANG e kERN, 2009).

3.2.1 Classificacdo das MMPs

As MMPs degradam varios substratos, portanto podem ser divididas em
subgrupos de acordo com sua especificidade para os componentes da MEC.
Entretanto, como a lista de substratos de MMPs tem crescido, foi adaptado um sistema
de sequéncia numérica para as MMPs e estas, agrupadas de acordo com a sua
estrutura (EGEBLAD e WERB, 2001).

Baseado na especificidade do substrato, similaridade de sequéncia e
organizacdo de dominio, as MMPs dos vertebrados podem ser divididas em seis
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grupos. Entre eles as colagenases, as gelatinases, as estromelisinas, as matrilisinas, as
tipo-membrana e outras MMPs (VISSE e NAGASSE, 2003).

As colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13) tém como funcéo clivar o colageno
intersticial tipo I, Il, Il e outras moléculas da matriz extracelular. J4 as gelatinases ou
colagenases tipo IV (MMP-2 e MMP-9), sdo capazes de degradar o colageno
desnaturado, como a gelatina. As estromelisinas (MMP-3 e MMP-10) possuem
especificidade pelo mesmo substrato, porém a MMP-3 tem uma maior acao proteolitica
que a MMP-10. Elas degradam componentes da MEC, entretanto a MMP-3 também
ativa algumas pro-MMPs. As matrilisinas (MMP-7 e MMP-26) degradam também
componentes da MEC, e sdo caracterizadas por apresentarem um dominio de
hemopexina. Existem seis MMPs tipo-membrana (TM-MMP) (MMP-14, MMP-15, MMP-
16, MMP-17, MMP-24 e MMP-25) Outras sete ndo sao classificadas entre as
anteriormente citadas (MMP-11, MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-22, MMP-23 e
MMP-28), e possuem fungdes distintas (VISSE e NAGASE, 2003).

3.2.2 Estrutura das MMPs

Todas as MMPs possuem de trés a cinco dominios. O pré-dominio, o qual
mantém a enzima inativa como zimogénio até ser clivado por protedlise, o dominio
catalitico (contendo zinco no seu sitio ativo), o dominio Hemopexina/Vitronectina (o qual
media a interacdo entre enzimas e TIMPS e a associacao aos receptores celulares) e o
dominio rico em cisteina. As metaloproteinases tipo-membrana possuem o dominio
transmembrana e as gelatinases apresentam o dominio da fibronectina, o qual é

requerido para a ligacéo e lise do colageno (Fig. 1) (HANNAS et al ., 2007).
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Figura 1 — Esquema da estrutura geral basica das MMPs

Fonte — Adaptado de Hannas et al., 2007.

3.2.3 Dentina X MMP-2

A dentina € um compdésito biolégico resistente e duro, similar a outros tecidos
calcificados como 0 0sso ou 0 cemento. Este tecido € constituido em média por 30% do
volume por matriz organica, a qué composta por 90% de colageno e 10% de proteinas
nao colagenosas e cristais de apatita inorganicos embebidos em uma matriz
extracelular (MEC). O colageno tipo | é o mais abundante componente organico da
MEC, e d4 a dentina resisténcia estrutural e propriedades biologicas, enquanto as
proteinas ndo colagenosas, tais como as glicoproteinas, proteoglicanas e
fosfoproteinas, completam esta porgéo organica, desempenhando um papel importante
na dentinogénese (LINDE e GOLDBERG, 1993).

Durante a dentinogénese, estas proteinas séo sintetizadas e secretadas pelos
odontoblastos, e ap0s a sua organizacdo estrutural na camada da pré-dentina, a

mineralizagcdo ocorre por deposicdo de cristais de hidroxiapatita. A dentinogénese e a
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mineralizacdo sédo fendbmenos complexos que requerem o controle de atividade
enzimatica extracelular. Muitas proteinases, pertencentes principalmente as MMPs, tém
papel crucial nestes processos (TJADERHANE et al., 2001).

Dentre os diferentes papéis atribuidos as MMPs no ambiente oral, estdo varios
eventos durante a odontogénese, bem como no desenvolvimento de processos
patologicos, tais como as doencas periodontais (INGMAN et al., 1993), as céries
(TJADERHANE et al., 1998) e as doengas pulpares inflamatdérias (GUSMAN et al.,
2002).

Foram identificadas até o momento, pelo menos quatro MMPs na matriz
dentinaria: a estromelisina | ou MMP-3 (BOUKPESSI et al., 2008), a colagenase-2 ou
MMP-8 (SULKALA et al., 2007) e a gelatinase A (MMP-2) (MARTIN-DE LAS HERAS et
al., 2000) e a gelatinase B (MMP-9) (MAZZONI et al., 2007; MAZZONI et al., 2009).

Estas proteases derivadas do hospedeiro desempenham papel importante em
numerosos processos fisioldgicos e patolégicos que ocorrem na dentina, incluindo a
degradacdo das fibrilas colagenas, as quais sado expostas por pobre infiltracdo dos
sistemas adesivos, ap6s o0 condicionamento dentinario (HEBLING et al.,, 2005;
CARRILHO et al., 2007b; BRESCHI et al,. 2010b; PASHLEY et al., 2011).

As gelatinases MMP-2 (72KDa) e MMP-9 (92KDa) sédo enzimas que degradam
gelatina, ou o colageno ja desnaturado por colagenases intersticiais. Estas enzimas tém
trés repeticdes do dominio de fibronectina tipo Il no seu dominio catalitico, as quais se
ligam & moléculas de colageno, gelatina e laminina. Elas também digerem moléculas
da MEC incluindo colageno tipo IV, V, XI (NAGASE, VISSE e MURPHY, 2006).

Os odontoblastos sintetizam e secretam a MMP-2. Assim esta enzima de origem
endogena, poderia também contribuir para a degradacdo da matriz organica
mineralizada dos dentes pelos processos de carie dental. A MMP-2 pode ser liberada
do esmalte ou da dentina desmineralizada por bactérias cariogénicas, ou sintetizada e
liberada imediatamente por odontoblastos durante o processo carioso (TJADERHANE
et al., 1998).
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A MMP-2 é secretada na forma latente (72KDa) e quando clivada adquire a
forma com peso molecular de 59-62 KDa (HANNAS et al., 2007), sendo encontrada em
altas concentracbes na dentina humana (MARTIN-DE LAS HERAS et al.,, 2000;
MAZZONI et al., 2007).

A gelatinase A é incorporada na matriz mineralizada da dentina durante a
mineralizacdo, mais provavelmente vinculada ao colageno do que aos cristais de
hidroxiapatita. A funcdo da MMP-2 no processo de mineralizacdo ainda ndo € bem
conhecida, entretanto um alvo potencial € a membrana basal abaixo dos odontoblastos,
cuja degradacdo separa os ameloblastos (células formadoras de esmalte) da pré-
dentina, sendo este um requisito para a formacdo do esmalte (LINDE e GOLDBERG,
1993).

3.2.4 Inibidores exdgenos das MMPs

A manutencdo da adesdo dentina-adesivo a longo-prazo é ameacada pela
desagregacao da camada hibrida. Dentre as varias causas desta degradacdo esta a
ativacdo das MMPs dentinarias (PASHLEY et al., 2004; BRESCHI et al., 2008; ZHANG
e KERN 2009; PASHLEY et al., 2011).

Durante o envelhecimento da restauracdo, uma fracdo de 30% do volume
da CH que era previamente ocupada por colageno, € amplamente ocupada pela agua,
devido a perda de colageno insoltvel. O colageno é quebrado pela MMP-8, que é uma
colagenase, e o restante da degradacdo € feita pelas MMP-2 e MMP-9 que séo
verdadeiras gelatinases (ZHANG e KERN, 2009). A converséo das fibrilas de colageno
insollveis em peptideos de gelatina soluveis, causa uma perda da continuidade entre a
CH e as fibrilas do colageno mineralizado existentes no interior da dentina. Isto resulta

em perda de retencdo da unido dente/resina composta (CARRILHO et al., 2007b).
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Muitos métodos tém sido sugeridos para alcancar uma adequada infiltracdo dos
mondmeros, na tentativa de inibir a quebra das fibrilas colagenas e assim reduzir o
envelhecimento da CH pela sor¢cdo de agua. (ZHANG e KERN, 2009).

Inibidores de proteases como primers adicionais podem ser usados para inibir a
atividade colagenolitica intrinseca da dentina humana, por reduzir o envelhecimento
das interfaces e aumentar a estabilidade das fibrilas colagenas da dentina com a CH.
Isto é essencial na adeséo dentinaria e pode ser alcancado por inibicdo das enzimas
dentinarias derivadas do hospedeiro, as quais sdo responsaveis pela quebra das fibrilas
colagenas sem a acao de bactérias (HEBLING et al., 2005; CARRILHO et al., 2007a).

A clorexidina (CHX) € um agente antimicrobiano de amplo espectro usado
largamente no tratamento de doencas infecciosas orais, € também um potente inibidor
de MMPs. Este inibidor inespecifico tem demonstrado propriedades desejaveis de
inibicAo sobre a atividade das MMP-2, MMP-8 e MMP-9, mesmo em baixas
concentracfes. A minima concentracao requerida para inibir a atividade da MMP-9 € a
de 0,002%, ja para inibir a MMP-2, apenas 0,0001% ¢é suficiente. Ja a MMP-8 pode ser
inibida por CHX na concentracdo de 0,02% (GENDRON et al.,, 1999). Foi também
demonstrado que a atividade colagenolitica de uma dentina pulverizada poderia chegar
perto de zero quando tratada com CHX a 0,2% por 60 segundos (PASHLEY et al.,
2004; TAY et al., 2006; BRESCHI et al., 2008). Estudos demonstram que a clorexidina
pode ser aplicada sobre a dentina desmineralizada apds o condicionamento com acido
fosférico a 37% na cavidade a ser restaurada com resina composta, e logo apés, o
sistema adesivo € aplicado. Esse procedimento tem produzido um aumento e
manutencao da resisténcia adesiva em testes de microtracéo, tanto em estudos in vivo,
quanto in vitro (CARRILHO et al., 2007a; CARRILHO et al., 2007b; BRESCHI et al.,
2010b). Entretanto, a grande desvantagem da clorexidina € que ela ndo pode ser co-
polimerizada dentro de um sistema adesivo, e assim, ndo garante maior estabilidade ao

polimero formado.

Outros primers inibidores de MMPs também estdo sendo estudados, como o
Galardin (Sigma-Aldrich), (BRESCHI et al., 2010a), também conhecido como llomastat
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ou GM 6001. Este produto tem demonstrado potencial de inibicdo similar a CHX,
reduzindo a queda da resisténcia adesiva na interface dentina-adesivo (HEBLING et al.,
2005; CARRILHO et al., 2007b; BRESCHI et al., 2008). Geralmente, a concentracéo
efetiva dos inibidores especificos de MMPs se encontra na faixa de nanomolaridade. O
Galardin, possui uma estrutura semelhante ao coldgeno, o que facilita a ligacdo com o
sitio ativo das MMPs e uma estrutura de hidroxamato (R—-CO-NH-OH, onde R é um
residuo organico) o qual quela ions Zn localizados no dominio catalitico das MMPs.
Este inibidor mostrou ser efeitvo na inibicdo da acdo da MMP-2 (0,4nM), MMP-3
(0,5nM), MMP-8 (3,7nM) e MMP-9 (0,1nM), porém estas concentracbes foram
encontradas com enzimas sollUveis puras. Entretanto, para o uso contra MMPs
endogenas da dentina, as concentracdes necessitam ser bem mais altas (BRESCHI et
al., 2010a).

A semelhanca, o EDTA (FRANCOIS, 1977) e a Tetraciclina (INGMAN et al.,
1993) também sao inibidores de MMPs, porém inespecificos como a CHX.

Outros materiais tém sido estudados para serem usados como primers, cuja
funcao é a inibicdo especifica das MMPs 2 e 9. O SB3CT (Sigma-Aldrich) é um inibidor
especifico de gelatinases, o0 qual se liga covalentemente ao sitio ativo da enzima e
assim bloqueia a atividade gelatinolitica da mesma. Age inibindo apenas as MMPs 2 e 9
e possui sua alta especificidade com uma concentracdo inibitéria minima na faixa
nanomolar, porém ndo € adequado para o uso em dentina humana (BROWN et al.,
2000; DE MUNCK et al., 2009; PASHLEY et al., 2011).

Materiais contendo metais como o0 zinco também tem demonstrado inibir as
gelatinases humanas. Exemplos praticos sdo o améalgama dental (SOUZA, GERLACH e
LINE, 2001) e os cimentos de o6xido de zinco (SANTOS et al.,, 2004), porém estes
materiais ndo participam da composicdo dos materiais restauradores adesivos
contemporaneos. Além disto, o mecanismo de inativacdo das enzimas por metais nao €
completamente entendido. Souza, Gerlach e Line, (2001) sugerem que o0s ions
metélicos ligariam-se aos residuos de amino4cidos, causando mudancas na

conformacdao e inativando a funcéo catalitica das MMPs.
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Recentemente um novo mondémero contendo zinco, o Metacrilato de Zinco,
mostrou fortes evidéncias de inibicdo da MMP-2 (HENN et al., 2011). Adicionalmente o
TEGDMA (Trietilenoglicol Dimetacrilato) (CARVALHO et al., 2010) e o HEMA (2-
hidroxietil dimetacrilato) (CARVALHO et al.,, 2009), monbémeros ja utilizados na

odontologia, demonstraram também ter potencial inibitério da MMP-2.

3.3 Mondmeros metacrilatos

Os materiais adesivos odontolégicos tém sua dureza aumentada, quando sdo
polimerizados. A polimerizagdo ocorre por meio de uma série de reacdes quimicas
pelas quais a macromolécula ou polimero é formado a partir de um grande namero de
moléculas conhecidas como mondémeros. A polimerizacdo de mondmeros metacrilatos
produz polimeros reticulados, os quais sdo aplicados em larga escala na odontologia
restauradora adesiva, como em compa@sitos, sistemas adesivos, cimentos adesivos e
selantes de fossulas e fissuras (ANUSAVICE et al, 2005).

Um compdsito resinoso tipicamente utilizado consiste em uma matriz organica,
na qual estdo inseridas particulas inorganicas. Os componentes organicos mais
comumente usados sédo o HEMA, o Bis-GMA, o TEGDMA e o UDMA (OGLIARI et al.,
2008).

A fim de melhorar o desempenho dos sistemas adesivos, muitas investigacdes
tém sido realizadas, incluindo como principais tépicos, a reducdo da contracdo de
polimerizacdo, a sor¢do e a solubilidade em &gua, além do aumento da
biocompatibilidade e do potencial de inibicdo de MMPs (DE MUNCK et al.,, 2005;
BRESCHI et al., 2008; PASHLEY et al., 2011).

A eficiéncia e a qualidade da unido adesiva a dentina estao relacionadas com a
infiltragéo e a polimerizagdo dos mondmeros adesivos. O teor de agua na superficie da

dentina € imprevisivel, tornando o processo de adesdo muito complexo. Em adesivos a
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base de BisGMA e HEMA a presenca de 4gua na superficie pode causar a separacao
de fases entre os mon6meros hidrofilicos dos hidrofébicos e inibir a relativa infiltracao
do monbémero hidrofébico, afetando a integridade da interface adesivo/dentina.
Complicacdes com as separacdes de fase tém sido associadas com adesivos a base de
BisGMA na presenca de dentina desmineralizada molhada. A distribuicdo heterogénea
dos adesivos e/ou o colapso da rede de coldgeno comprometem a integridade da
camada hibrida, a estabilidade marginal e a resisténcia da adesdo (SPENCER e
WANG, 2002; PASHLEY et al., 2011).

Os mondmeros metacrilatos surfactantes avaliados neste estudo se caracterizam
basicamente pela presenca de dois radicais metacrilatos correspondendo ao grupo
hidrofébico e longas cadeias de oOxido de etileno ([-CH,-CH»-O-],) que sédo a parte
hidrofilica da molécula. Estas longas cadeias estendidas de 6xido de etileno propiciam
grande flexibilidade a estes materiais, melhorando a mobilidade de todo o sistema (Fig.
2). Monbmeros com maiores unidades de 6xido de etileno apresentam os maiores
valores de grau de conversédo e de densidade de cadeias cruzadas (OGLIARI et al.,
2008).

Estes materiais tém a caracteristica de reduzir a tensédo de superficie, tornando
mais facil a mistura entre dois liquidos. S&o componentes organicos ambifilicos, pois
contém tanto grupos quimicos hidrofilicos quanto hidrofébicos, sendo solaveis em agua
e solventes organicos. Este comportamento bipolar € muito importante para a melhora
dos sistemas adesivos, pois possibilita menor hidrélise devido a formacao das ligacdes
cruzadas, sem a perda de massa, produzindo melhora na penetracdo das fibrilas
desmineralizadas de colageno na CH (ZANCHI et al., 2011).

Tais cadeias longas podem propiciar a formagdo de éteres de coroa, que
poderiam inativar as MMPs através da ligacdo com o zinco existente no sitio catalitico e

assim neutralizar a agao gelatinolitica da enzima (CARVALHO et al., 2010).
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Figura 2 — Estrutura molecular dos monémeros dimetacrilatos, onde n é o ndmero de
cadeias de 6xido de etileno existentes em cada um dos mondémeros testados. Nas
extremidades os 2 grupamentos metacrilatos. Quanto maior o n, maior o peso molecular
da substancia. Fonte — Essetech, Inc.

Um mondmero surfactante amplamente utilizado na composicdo de materiais
adesivos é o TEGDMA. Este monémero bi-funcional com cadeias de ligagdes cruzadas
presente em grande quantidade em materiais dentarios poliméricos como resinas
compostas e adesivos, € usado como um monémero diluente devido a sua propriedade
de baixa viscosidade. Carvalho et al., (2010) jA demostraram o potencial de inibicdo da
MMP-2 pelo TEGDMA, devido a sua estrutura molecular que pode formar éteres de
coroa com o cation bivalente presente no dominio catalitico da MMP-2.

Ordenadamente por peso molecular, os monémeros surfactantes testados no
presente trabalho foram o Etilenoglicol Dimetacrilato (EGDMA), Trietilenoglicol
Dimetacrilato (TEGDMA), Tetratilenoglicol Dimetacrilato (T4GDMA), Polietilenoglicol
Dimetacrilato 200 (PEG200DMA) e Polietilenoglicol Dimetacrilato 400 (PEG400DMA).
Estes mondémeros diferem apenas na quantidade de cadeias de 6xido de etileno, pois

todos possuem na sua extremidade dois grupamentos metacrilatos (Fig. 2).
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Tabela 1 — Comparacéo de propriedades fisico/quimicas dos monémeros metacrilatos

usados neste estudo

PESO SOLUBILIDADE IRRITACAO RESISTENCIA
MOLECULAR VISCOSIDADE FLEXIBILIDADE EM AGUA PELE A ABRASAO
EGDMA 198,22 Baixa Boa Baixa Baixa Boa
TEGDMA 286,32 Baixa Boa Boa Baixa Boa
T4AGDMA 330,37 Baixa Boa Boa Baixa Boa
PEG200DMA 330,37 Média Boa Boa Baixa Boa
PEG400DMA 550,64 Baixa Boa Boa Baixa Boa?

Fonte : Esstech, Inc e rad-solutions, llc.

3.3.1 Caracteristicas fisico-quimicas dos Monémeros Metacrilatos

(Fonte — ESSTECH, INC e RAD-SOLUTIONS, LLC).

EGDMA= atua como agente de ligacdo cruzada. Este mondmero bifuncional tem

reatividade semelhante & do metacrilato de metila, além de baixa absorcdo em agua. E

atil como agente de muitas ligacbes cruzadas puras com capacidade de efetuar

ligagOes especializadas entre cadeias poliméricas.

TEGDMA= é um mondémero bifuncional, o qual tem sido usado em larga escala na

formulagédo de adesivos odontoldgicos e, tem absor¢cdo em agua ideal e propriedades

de estabilidade.
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TAGDMA= A adicao de um oxido de etileno no TEGDMA aumentou sua reatividade e
sua absor¢cdo em agua. Ele pode ser usado como componente principal em adesivos

odontologicos anaerodbios.

PEG200DMA= Usado como base em selantes e adesivos, atua como um agente de

ligacOes cruzadas, possui baixa viscosidade, resisténcia de impacto e baixa toxicidade.

PEG400DMA= Tais moléculas de o6xido de etileno adicionadas a este adesivo

odontologico aumentam sua reatividade e também sdo mondmeros bifuncionais.

PEGNDMA= Polietilenoglicol € uma condensacdo de polimeros de 6xido de etileno e
agua com férmula geral H(OCH2CH2).OH, onde n é 0 numero médio de repeticbes dos

grupamentos de oxietileno.

Os membros de baixo peso molecular com n (nUmero de cadeias intermediarias de
oxido de etileno) de 2 a 4 sao: Dietilenoglicol, Trietilenoglicol e Tetraetilenoglicol
respectivamente, os quais sdo produzidos como compostos puros. Os compostos de
baixo peso molecular (até 700) sao liquidos viscosos inodoros, incolores, com um ponto
de congelamento de -10°C (dietileno glicol). Ja os compostos poliméricos com alto peso
molecular (a partir de 1.000) sédo solidos como cera, com ponto de fusdo até 67°C. [A
abreviacdo (PEG) possui uma combinacdo com um sufixo numérico que indica o peso
molecular médio]. PEGs sdo sollveis em agua, e também em muitos solventes

organicos, incluindo hidrocarbonetos aromaticos (néo alifaticos).

3.3.1 Biocompatibilidade dos monomeros metacrilatos

A biocompatibilidade de um material € a capacidade de resposta biologica
adequada do mesmo, ndo sendo simplesmente uma propriedade inerente ao material.
A biocompatibilidade depende das condicbes do hospedeiro, das propriedades do

material e do contexto em que o material € usado. Das respostas biolégicas aos
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materiais, a toxicidade € a primeira resposta estudada. Os testes in vitro sao realizados
fora do organismo, onde o material ou um extrato do material é colocado em contato
com algum sistema biolégico. Tais testes in vitro podem ser divididos em testes que
mensuram o crescimento ou morte celular, em testes que determinam a funcao celular
de algum tipo, e ainda nos que avaliam a integridade do material genético da célula
(ANUSAVICE, 2005).

Os testes in vitro tém varias vantagens sobre os ensaios em modelo animal
dentre elas estdo a rapidez com que podem ser feitos, facil reprodutibilidade e relativo
baixo custo. As condicdes para a realizacdo dos testes podem ser controladas para
fornecer a qualidade do maior rigor cientifico, facilitando sua reprodutibilidade. Sua
maior desvantagem € a potencial falta de relevancia destes ensaios in vitro com relacéo
ao material de estudo e sua aplicabilidade clinica. O ambiente in vitro carece da
complexa coordenacdo do sistema que est4d presente em um organismo, como a

imunidade, a inflamacéao e a circulagdo (GEURTSEN, 2000).

Ja as reacdes mutagénicas ocorrem quando os componentes de um material
alteram a sequéncia de pares de bases do DNA na célula. Estas alteracbes séo
chamadas de mutacdes, e podem ser causadas pelas interacdes diretas entre uma
substancia e o material genético, ou indiretamente pelas alteracfes nos processos
celulares que mantém a integridade do DNA (KIRSCH-VOLDERS et al., 2003;
MANTEUCA et al., 2006).

Materiais odontolégicos resinosos tém sido identificados por apresentar algum
potencial mutagénico. Contudo, a mutagenicidade nao significa carcinogenicidade
(capacidade de causar tumores) porque muitas mutacdes sao reparadas e outras sao

até irrelevantes para causar doencas (ANUSAVICE et al., 2005).

Geurtsen (2000), em sua revisdo sobre biocompatibilidade de materiais
restauradores mostra que devido a degradacédo ou corrosdo, muitos componentes séo

lixiviados dos materiais restauradores adesivos para o ambiente oral, fato que pode
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influenciar a biocompatibilidade. Antes da aplicagéo clinica, cada material restaurador
deve passar por testes padronizados para avaliar sua biocompatibilidade.

Autian (1974), estruturou uma abordagem para padronizar estes testes sugerindo
3 etapas consecutivas: testes de triagem (toxicidade ndo especifica); teste em animais

(toxicidade especifica) e estudos clinicos com seres humanos.

As culturas celulares derivadas de animais e de humanos tém sido usadas h&a
muito tempo para determinar os efeitos de citotoxicidade dos materiais restauradores.
Linhagens permanentes (imortalizadas) e linhagens de cultura primaria derivadas dos
tecidos bucais sdo usadas. Geralmente as células de linhagens permanentes as quais
séo cultivadas por anos, mostram mais homogeneidade na sua morfologia e fisiologia.
Ao contrario, células derivadas de cultura primaria, as quais sdo originadas de tecidos
bucais, simulam bem mais as condic6es que podem ocorrer in vivo, a semelhanca dos
tecidos dos quais foram originadas (GEURTSEN et al., 1998; FRESHNEY, 2000).

A genotoxicidade e a carcinogenicidade sé&o importantes parametros que podem
ter impacto na compatibilidade sistémica dos materiais. A genotoxicidade significa a
presenca de uma substancia DNA-reativa que pode ser mutagénica ou carcinogénica, e

devido as suas consequéncias, séo testes de extrema importancia (GEURTSEN, 2000).

Um teste que demonstra alteracdes genéticas nas células € o ensaio de MN, que
€ utilizado como um marcador biolégico para avaliar o grau de comprometimento das
células. Eles somente se expressam em células que completaram pelo menos uma
divisdo celular, ap6s sofrerem acdo do agente genotdxico. Frequentemente a nao
incorporacdo destes fragmentos ocorre por ndo possuirem centrémero, e por isto ndo
conseguirem migrar em direcdo aos poélos do fuso, permanecendo atrasados na
anafase. Estes fragmentos de DNA deixados para trds sdo incorporados dentro de

nucleos secundarios, permanecendo no citoplasma celular (FENECH, 2000).

O principal mecanismo responsavel pela inducdo de micronucleos (MN) é a
quebra da fita dupla de DNA, durante a divisdo celular, levando a formacédo de

pequenos nucleos, bem menores que o original com fragmentos acéntricos e falha dos
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aparatos mitéticos, resultando em MN com fragmentos de cromossomos ou
cromossomos inteiros em seu interior (KIRSCH-VOLDERS et al., 2003). Na telofase,
um envelope se forma ao redor do fragmento ou do cromossomo inteiro, o qual se
desenrola e gradualmente assume a forma de um nucleo interfasico, mas bem menor

que o nucleo principal da célula (FENECH, 2000).

Agentes genotdxicos geram uma variedade de lesdes, incluindo a geragcdo de
DNA Unico ou quebras da fita dupla. Em resposta, um elaborado sistema molecular
regulador € ativado para manter a integridade gendmica celular. O sucesso completo
das fases do ciclo das células eucaridticas G1, S, G2 é precisamente monitorado por
varios check-points do ciclo celular. Nestes pontos, o ciclo celular pode ser bloqueado
para iniciar a reparacdo de danos ao DNA ou para ativar a morte celular programada
(apoptose). Entretanto, defeitos nestes “pontos de controle de sinalizagdo” do ciclo
celular, sdo desastrosos para a integridade do genoma, pois eles podem levar a danos
celulares irreversiveis, como mutacbes genéticas ou lesBes cromossémicas
(SCHWEIKL, SPAGNUOLO, SCHMALZ, 2006).

Como consequéncia do mecanismo aerébico das células, pequenas quantidades
de espécies reativas de oxigénio (ROS) sao constantemente geradas nas células e nos
tecidos. Antioxidantes celulares, como a Glutadiona (GSH) agem para harmonizar e
desintoxicar as células contendo estas moléculas reativas, mas quando o balanco entre
oxidante e anti-oxidante € interrompido, uma condicao referente aos estresse oxidativo
inicia. Caso haja persisténcia do estresse oxidativo, ocorrem danos desta natureza aos
lipideos, proteinas, acidos nucleicos acumulados e eventualmente resulta em efeitos
bioldgicos que levam a alteracBes nas vias de transducéo de sinal e transformacéo na
expressdo genética celular, com mutacbes e morte da célula (SCHWEIKL,
SPAGNUOLO e SCHMALZ, 2006; DEMIRCI et al., 2008).

A avaliacdo do dano a membrana celular, a inibicdo da atividade enzimatica ou
proteica, a sintese de DNA e RNA, ou a simples estimativa do numero de células

sobreviventes ap0s o tratamento, sdo indicadores usados para descrever as
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modificacdes nas fun¢bes basicas das células (SCHWEIKL, SPAGNUOLO, SCHMALZ,
2006; DEMIRCI et al., 2008).

A matriz organica dos monémeros resinosos tem sido reconhecida como a fonte
dos compostos causadores de uma grande variedade de reacfes biologicas adversas.
Monémeros resinosos também foram identificados como produtos quimicos capazes de
perturbar o equilibrio de redox celular estavel, resultando em um aumento nos niveis de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e subsequente morte celular por apoptose
(SPAGNUOLDO et al., 2004; SCHWEIKL et al., 2006; SCHWEIKL et al., 2007; DEMIRCI
et al., 2008; CHANG et al., 2010).

Além disso, elevados niveis de ROS mediam também os efeitos genotoxicos. As
metades carbonila dos acrilatos e metacrilatos adjacentes a ligacdo dupla carbono-
carbono funcionam como grupos retirantes de elétrons. Consequentemente o carbono
beta da ligacdo dupla permanece com carga positiva e pode reagir diretamente com
centros nucleofilicos em moléculas como o DNA e proteinas, bem como pequenas
moléculas celulares como a Glutationa (GSH) (SCHWEIKL, SPAGNUOLO, SCHMALZ,
2006; DEMIRCI et al., 2008).

Mondmeros como TEGDMA podem induzir mutagdes por um mecanismo
secundéario de geracao de ROS, de forma semelhante as provenientes da radiacdo
ionizante, ultravioleta, bem como aquelas presentes em determinados produtos
qguimicos, nos quais ROS séo os principais agentes responsaveis pelo dano endégeno
ao DNA (SCHWEIKL, SPAGNUOLO e SCHMALZ, 2006; DEMIRCI et al., 2008).

Mondmeros resinosos também tem induzido o estresse oxidativo através da
formacdo de ROS em células oriundas de tecidos orais em cultivo (STANISLAWSKI et
al., 2003; REICHL et al., 2006; KRIFKA et al., 2011) que vai além da capacidade de
regulacédo-redox das células em cultura derivadas de tecidos orais. Este desequilibrio
na homeostase redox causada por monémeros como TEGDMA e HEMA, pelo menos
em parte, € uma consequéncia da reducéo do sistema anti-oxidante intracelular, no qual

h&4 a diminuicdo da quantidade de Glutationa (GSH). Na presenca de pequenos
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monodmeros como TEGDMA ou HEMA, mesmo em baixas concentragdes, o aumento
dos niveis intracelulares de ROS esta associado a modificagdo dos caminhos
reguladores da sobrevivéncia da célula, proliferacdo, ou apoptose (KRIFKA et al.,
2011).



4 Materiais e métodos

Todos os procedimentos descritos a seguir foram realizados no Laboratério NCT-

BIO, da Faculdade de Odontologia, Universidade Federal de Pelotas.

4.1 Técnica de extracdo da MMP-2 da dentina

A técnica de extracdo da MMP-2 do tecido dentinario foi adaptada do protocolo
estabelecido pelo estudo classico de Martin De Las Heras et al., (2000).

Quinze terceiros molares higidos indicados para extracdo foram obtidos de
pacientes jovens (idade entre 17 e 21 anos) e saudaveis. Os dentes foram usados no
maximo em 1 més apds as extracdes. Parte dos dentes foi obtida de pacientes usuarios
das clinicas da disciplina de cirurgia da Faculdade de Odontologia, da Universidade
Federal de Pelotas e parte de pacientes de clinicas particulares. Os pacientes
assinaram termo de consentimento e doacdo de dentes, livre e esclarecido (anexo B) e
este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica desta universidade, sob o parecer de
namero 026/2008 (anexo A), obedecendo as exigéncias da legislacdo brasileira,
conforme as resolucdes do Conselho Nacional de Saude n° 196/96 e 34/05, sobre
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos.

Imediatamente ap6s a cirurgia, os dentes foram lavados em PBS e
acondicionados em um tubo de ensaio contendo meio de cultivo (DMEM puro), a 4°C
(Fig. 3a). Pontas diamantadas (KG 4138) em alta rotacdo, com agua destilada resfriada,
foram utilizadas para remover o esmalte coronario até a regido do limite amelo-
dentinério (Fig. 3b).

A coroa foi separada da porcao radicular com o auxilio de um disco diamantado,
curetas (SS White Duflex, n° 17) estéreis e afiadas foram utilizadas para remover os
restos de tecido pulpar. A seguir, a dentina coronaria foi cortada em fatias de
aproximadamente 0,8mm de espessura, (fig. 3c) em cortadeira de precisao utilizando
disco de corte diamantado (Wafering Blade, BuehlerLtd., Lake Bluff, IL, EUA) acoplado
a cortadeira metalografica de precisado (Isomet 1000 PrecisionSaw, BuehlerLtd., Lake
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Bluff, IL, EUA), com velocidade de corte de 400 rpm. Essas fatias foram armazenadas
secas, em nitrogénio liquido por 24 horas, e a obtencdo de um pé de dentina foi
conseguido pela moagem manual em gral de porcelana (fig. 3d). Apos este processo, 0
po foi passado por peneira de 40um.

Foram usados 3,9g de dentina, e colocados em um tubo de fundo cénico (Tipo
Falcon, 15ml) e adicionado 14ml de solucéao de 2,5M NaCl (Synth) e 45ul de inibidores
de proteases (IP) (Sigma Aldrich). O conteudo ficou sob agitacdo constante a 4°C,
overnight. Esta solu¢do de NaCl (Synth) visa fazer uma lavagem inicial do conteudo de
dentina e os IP (Sigma Aldrich) sdo importantes para que as proteinas posteriormente
extraidas ndo sejam perdidas por auto-degradacdo, ou sejam lisadas por outras
enzimas (SANTOS et al., 2009).
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Figura 3 - Terceiro molar armazenado em meio de cultivo a 4°C (a); coroa
dentaria com esmalte ja removido (b); dentina coronaria em fatias de 0,8mm (c);
moagem manual das fatias de dentina (d).

Apoés a lavagem inicial, uma segunda lavagem do pé de dentina foi executada,
mas desta vez com agua destilada refrigerada. Foi feito a centrigugacéo deste p6 de
dentina, removido o sobrenadante e a dentina pulverizada lavada foi entédo, colocada
em um frasco e adicionado 6ml de uma solugédo contendo 4M Guanidina—HCI (Sigma
Aldrich), 65mM Tris-HCI (Vetec) e inibidores de proteases (Sigma Aldrich) . O uso da
Guanidina visa otimizar a extracdo das proteinas da matriz dentinaria, uma vez que o
contetdo de MMPs na dentina € reduzido, e se faz necessaria uma correta extragao,

para que sejam visualizadas posteriormente nos géis de poliacrilamida.
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Esta solugcdo com a dentina foi mantida sob agitacdo constante a 4°C, por 48
horas e,ap0s este primeiro ciclo, a solucdo foi submetida a centrifugacdo (Centrifuga
Microprocessa, Quimis) a 2000g por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e o pellet,
submetido a outro ciclo com a solu¢do de Guanidina-HCI (Sigma Aldrich), nas mesmas
condicBes por 48 horas. Centrifugado novamente, retirado o sobrenadante e o pellet
submetido a desmineralizacdo em 4,5ml de solu¢cdo de EDTA (Synth) a 0,5M (pH 7,4),
adicionado a 45ul de IP(Sigma Aldrich), na temperatura de 4°C, sob agitacdo constante
por 96h (MARTIN-DE LAS HERAS et al., 2000; SANTOS et al.; 2009).

Apbs este periodo a amostra foi centrifugada a 2000g por 10 minutos, o
sobrenadante coletado (extrato E1) e armazenado a — 80°C (Freezer Indrel/ IULT
335D). Este ciclo foi repetido por mais 3 vezes, a cada 96h, dando origem aos extratos
classificados como E1, E2, E3 e E4. ApoOs o ultimo ciclo de desmineralizacdo as
aliguotas das amostras foram liofilizadas (Liofilizador L101, Liotop) sendo este
procedimento de liofilizac&do realizado na Faculdade de Biotecnologia da UFPel. Cada
aliquota de 1,6ml do extrato E1, E2, E3 e E4 e outra aliquota contendo 400uL de cada
um dos extratos (extrato T), totalizando também os 1,6ml, foram armazenadas a -80°C

(Freezer Indrel/ IULT 335D) até o momento dos experimentos.

4.2 Quantificacao proteica

As aliquotas anteriormente liofilizadas foram solubilizadas em 500l de PBS
estéril (Gibco/Invitrogen, Lote: 835185). Esta diluicAo visa a quantificacdo das
proteinas, para que fosse possivel usar a mesma quantidade em peso para cada
amostra, na corrida do gel de Poliacrilamida/SDS (SDS/PAGE). A quantificacéo foi feita
pelo método de Espectrofotometria por Absorcéo Ultravioleta a 280nm em biofotémetro
(Eppendorf BioPhotometer, Hamburg, Germany) (NOBLE e BAILEY, 2009).

Este método produz uma estimativa da concentracdo proteica existente em uma

determinada amostra, comparadas com um padrdo de calibragcéo feita com albumina
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sérica bovina (BSA) (BioAgency, lote: 75610A) 2mg/ml. Primeiramente foi feito o
preparo de uma curva de calibracdo. Diluicbes seriadas foram feitas a partir da
concentracdo de 2mg/ml de BSA com agua Mili-Q: 1mg/ml, 0,5mg/ml, 0,25mg/ml e
0,125mg/ml. Obtém-se uma curva de calibracdo com o BSA a partir de um padrao
branco (zero) que consiste apenas da adicdo do solvente em que a amostra foi eluida
(PBS), com base na absorbancia de 280nm. Apoés ter sido feito a calibracdo do
Biofotbmetro, 10ul de cada amostra [E1, E2, E3, E4 e T(todas)] foram eluidos em 190

puL de PBS e comparados com a curva padrdo de BSA.

ApGs o calculo, o valor encontrado foi multiplicado por 20 (fator de diluicdo) para
obtencao da concentragao final de cada extrato. As amostras que continham uma maior
guantidade de proteina foram os extratos E3 e E4 e T. Estes foram misturados e
novamente procedeu-se a quantificacdo. Aliquotas foram obtidas para o uso em cada
gel de zimografia e congeladas a -80°C (Freezer Indrel/ IULT 335D), até o uso. Para a
corrida no gel de zimografia foram colocados em cada poc¢o 15ul da amostra, o que

correspondeu a aproximadamente 180ug/proteina por poco.
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4.3 Zimografia

Esta técnica consiste no uso da eletroforese, no qual um substrato
proteico, geralmente a gelatina, € co-polimerizado com acrilamida. As enzimas s&o
separadas sob condi¢cdes nao redutoras, renaturadas e entdo incubadas em tampéao
adequado, baseando-se na associacdo entre digestdo do substrato e verificagdo do
peso molecular das proteases. Apds, o gel é corado com Coomassie Blue e a presenca
da enzima é verificada pela auséncia de coloracdo (formacdo de bandas) nas &reas
onde o substrato foi degradado (ALBERTS et al., 2011). A atividade proteolitica foi

examinada em gel de poliacrilamida a 10%, contendo 0,05% de gelatina.

4.3.1 Preparo do gel de separacao e gel de largada

Primeiramente foi confeccionado o gel de separacdo (quadro 1), o qual foi
colocado entre duas placas de vidro de 10x10cm (BioAgency) com o auxilio de uma
pipeta sorologica e aguardados 30 minutos para a completa polimerizacdo, em
temperatura ambiente. Este gel € confeccionado com a adicdo de gelatina para que

sirva de substrato digerivel pelas gelatinases.

Apb6s a polimerizacao do gel de separacgdo, foi iniciada a confeccdo do gel de
largada (quadro 1), e colocado sobre o primeiro, juntamente com o0 pente para a

formacao dos pocos de insercao das amostras e armazenado a 4°C overnight.

4.3.2 Corrida e incubacédo dos géis

As aliquotas contendo a quantidade suficiente para 11 pocos de um gel foram
retiradas do freezer -80°C (Freezer Indrel/ IULT 335D) alguns minutos antes da
eletroforese. As amostras contendo as proteinas foram misturadas ao tampao da
amostra (4X) (100mM de Tris-HCI, pH 6,8 (Vetec); 4% de SDS, (Vetec); 20% de
glicerol (Vetec); 200ug/mL de azul de bromofenol (Vetec)) na proporcdo de 1:5. As



49

amostras/tampdo foram incubadas a 36°C por 10 minutos e logo a seguir, foram
delicadamente adicionada aos pocos do gel de largada com o auxilio de uma
micropipeta, 15ul/poco.

As amostras foram submetidas a eletroforese em condicdes néo redutoras
(Dodecil Sulfato de Sadio, SDS) e a corrida realizada com a amperagem fixa em 0,02A,
demorando em média 4 horas.

Logo apoés ao término da corrida, o gel foi cuidadosamente retirado dos vidros e
transferido para um reservatorio contendo Triton 2% (Quadro 2), sob suave agitacao por
30 minutos, este procedimento foi repetido.

Por ultimo, o gel foi cortado em tiras de aproximadamente 1cm e cada tira foi
incubada em tampao de incubacdo (Quadro 2) contendo EDTA (Synth), um inibidor de
MMPs, NEM (Fluka, BioChemika), um inibidor de proteases serinas e as diferentes
concentracbes de cada mondmero testado, as quais serdo relatadas a seguir. O
tampdao contendo as tiras do gel teve o pH ajustado para 7,4 e cada gel foi incubado a

37°C, por 48 horas, para determinar a atividade gelatinolitica da MMP.



Quadro 1 — Descricdo dos reagentes dos géis de poliacrilamida.

Reagente/Solucgéao Fabricante | Gel de separacédo | Gel de largada
Agua destilada - 3,33ml 1,66ml
30%Acrilamida + 0,8% Vetec* e 4ml 0,66ml
Bisacrilamida |nvitrogen +
Tampéo do gel de Vetec* 2,66ml --
separacgao (Tris-HCl) pH 8,8
Tampdo do gel de Vetec* -- 0,66ml
largada (Tris-HCI) pH 6,8
Gelatina Vetec* 100ul ==
TEMED Vetec* 33,33ul 3,33l
(N,N,N’,N’- Tetramethylethylenediamine)
Persulfato de amodnio Vetec* 66,66l 17pl

20%

* Duque de Caxias - RJ

+ S&o Paulo - SP

4.3.3 Controles
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Como controle negativo da atividade gelatinolitica, uma tira de cada gel de

poliacrilamida, foi incubada somente em tampao de incubacdo Tris-CaCl, (Quadro 2)

por 48 horas. Foi usado um controle para cada ensaio. Como controle positivo foi usado
EDTA, um conhecido inibidor de MMPs.
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4.3.4 Padrao de peso molecular

Em um dos pocos do gel de poliacrilamida foi adicionado 5ul de um padrdo de
peso molecular para que se pudesse comparar com 0 peso molecular da enzima
estudada. Como padrao foi utilizado o marcador de peso molecular BenchMark Protein
Ladder™, Cat 10747-012, (Invitrogen®, Carlsbad, USA).

4.3.5 Identificacdo da MMP por inibicdo quimica especifica

Para identificar as enzimas presentes no meio condicionado, experimentos
paralelos de inibicdo foram realizados. Duas tiras de cada gel contendo gelatina foram
incubadas em tubos Tipo Falcon de 45ml, em tamp&oTris-CaCl, a 37°C por 48 h. Em
tubo especifico foi adicionado 0,5 mM de EDTA (4cido etilenodiaminotetracético- Synth)
um conhecido e poderoso inibidor de MMPs, assim como para 0,05mM de NEM (N-
ethyl-maleimide- Fluka, BioChemika) que foi usado para inibir a atividade das

proteinases serinas.

4.3.6 Inibicdo da MMP-2 pelos monémeros-teste

Para examinar o efeito dos diferentes tipos e concentracdes de mondmeros na
atividade enzimatica, apds a eletroforese, os géis foram cortados em tiras de
aproximadamente 1cm e cada tira incubada a 37°C por 48h em tampéao Tris-CaCl,
(Quadro 2) contendo cada uma das concentrac6es de cada mon6émero testado (5mM,
imM, 0,1mM, 0,01mM e 0,001mM). ApoOs a adicdo dos mondémeros no tampao de
incubacéo, o pH foi ajustado para 7,4 e os géis, incubados a 37°C, por 48h. A tabela 2

mostra 0s mondémeros metacrilatos usados no presente estudo.
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4.3.7 MonGmeros metacrilatos usados neste estudo (Tabela 2):

Tabela 2 - Peso, féormula e estrutura molecular dos diferentes monémeros

Peso i
Formula
Mondmeros Molecular Estrutura Molecular
molecular
(KDa)
Etilenoglicol 0 CH,
di-metacrilato 198,22 C10H1404 H3Tko/\/ w(U\CHJ
(EGDMA) H 0
Trietilenoglicol 0 CHy
di-metacrilato 286,32 C14H2,05 H3C%o/\/o\/\o/\/0%cw,
(TEGDMA) GHy 9
Tetraetilenoglicol 0 0
0. 0. C
di-metacrilato 330,37 C16H2607 H3j)ko/\/ ol -l i \/\o)ﬁ/ i
H H
(TAGDMA)
Polietilenoglicoldi- 0 o]
metacrilato 200 330,37 C14-18H22.3006.8 H3Cf'L|:O/\}O\/\O)ﬁ/CH3
(PEGDMA 200) H 35 H
Polietilenoglicoldi- 0 0
metacrilato 400 (PEGDMA 550,64 Co6.28 Hag.50 O12.13 ”3\@){0’\}0\/\0)%‘3“3
Hy 8-9 Hy

400)

Fonte: Esstech, Inc. Essignton, PA, USA.



Quadro 2 — Reagentes e respectivas quantidades para o uso na zimografia.

A — Tampé&o de corrida

Reagente / Solucéo Fabricante
Glicina Vetec
SDS Vetec
Tris-Base Vetec

Agua destilada --

Quantidade
369
2,59

7,559
gsp 500mi

*Diluir 1:4 na hora do uso, ndo é necessario ajustar pH

B - Tampé&o de Incubacao

Reagente / Solucéo Fabricante Quantidade
CaCl; Synth 1ml
Tris HCI (1M) Vetec 2ml
Agua destilada -- 197ml
* Ajustar pH 7.4
C - Solucgéo Triton 2%
Reagente / Solucéo Fabricante Quantidade
Triton X-100 Vetec 10mi
Agua destilada -- 500ml
* A dgua deve ser quente
D - Solucao Corante
Reagente / Solucao Fabricante Quantidade
Metanol Vetec 50%
Acido Acético Synth 25%
Azul de Coomassie R250 Vetec 0,1%
E - Solucéo Descorante
Reagente / Solugao Fabricante Quantidade
Metanol Vetec 30%
Acido Acético Synth 10%
Agua destilada - gsp 1000m|
F - Tampao nao redutor (amostra)
Reagente / Solucéo Fabricante Quantidade
Tris-HCI/SDS pH 6,8 Vetec 7ml
Glicerol Vetec 3mi
Azul de Bromofenol Vetec 1,2mg
SDS Vetec 1g

*Aliquotar para o uso
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4.3.8 Coloracéo e descoloracéo dos géis

Apos o periodo de incubacgéo, o tampao foi substituido em cada Falcon por 40ml
de 0,05% de Azul de Coomassie (Vetec) (Quadro 2), por aproximadamente 8 horas, e
depois descorados com solucdo descorante de metanol/acido acético (Quadro 2), por
60 minutos. Apé6s a adicdo do descorante, as proteinas com atividade gelatinolitica
foram visualizadas como bandas negativas. Os ensaios foram realizados em duplicata e

repetidos por duas vezes.

4.3.9 Digitalizacdo das imagens

Para quantificar a inibicdo relatva da MMP pelos diferentes tipos e
concentragbes dos mondmeros as bandas foram escaneadas, digitalizadas e
analisadas com o programa Image J (NIH, Bethesda, MD, USA). A quantificacao foi
feita através do percentual da digestdo enzimatica. A imagem foi convertida para uma
escala de cinza e a densidade da banda foi calculada com a remocdo do background,
para impedir a influéncia na densidade de cada pixel da banda. O percentual da inibicdo

da atividade enzimatica foi relacionado com o tipo e concentracdo do monémero.

4.4 Cultivo celular

Para os ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade dos diferentes monémeros
estudados foram usadas duas linhagens celulares, uma imortalizada de fibroblastos de
camundongos 3T3/NIH e outra, uma cultura primaria de fibroblastos pulpares humanos
(FPH).
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4.4.1 Cultivo da linhagem celular 3T3/NIH

Os fibroblastos de camundongos de uma linhagem imortalizada 3T3/NIH (fig. 4)
provenientes do Laboratério de Cultivo Celular da Faculdade de Odontologia,
Universidade Federal de Pelotas (NCT-BIO/FOUFPel) foram utilizados para os
experimentos.

O tubo de criogenia graduado de 4,5ml (Techno Plastic, ref 89050) contendo a
linhagem celular 3T3/NIH foi levado a temperatura de 37°C através da parcial imersao
em Banho-Maria (Biopar, Mod BM 03) por 5 minutos e a seguir, dentro de capela de
fluxo laminar vertical, o contetudo foi adicionado a uma garrafa de cultivo celular de
25cm? (Techno Plastic Products), a qual ja continha 5ml de DMEM completo &
temperatura de 37°C.

A garrafa de cultivo foi colocada em estufa de 5% CO, a 37°C por um periodo de
3 horas para promover a adesao celular no fundo da mesma. Por fim, novo meio de
cultura (DMEM, completo) foi adicionado a linhagem celular e esta permaneceu em
atmosfera 5% CO,, a 37°C, até obter-se a confluéncia de aproximadamente 70% da
superficie cultivavel da garrafa. Os mesmos procedimentos de subcultura descritos
acima foram utilizados para os FPHs.

Figura 4 - Fibroblastos imortalizados (3T3/NIH), em confluéncia 40% (a) e em
confluéncia 70% (b), forma estrelada (aumento de 40X (a) e 10X (b)).
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4.4.2 Técnica de cultivo primario - Fibroblastos pulpares humanos (FPH)

Para o estudo da citotoxicidade dos monémeros foi estabelecida uma linhagem
celular priméria de fibroblastos pulpares humanos (FPH) pela técnica de explants
(FRESHNEY, 2000). A linhagem celular foi estabelecida no Laboratério de Cultivo
Celular da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas (NCT-BIO/FO
— Nucleo de Biologia Celular e Tecidual).

Polpas dentarias foram obtidas de terceiros molares higidos provenientes de
doadores jovens e sadios. Os terceiros molares apresentavam rizogénese incompleta e
apice aberto e foram indicados para extracdo por motivos terapéuticos. Os pacientes
assinaram termo de consentimento e doacdo de dentes, livre esclarecido (Anexo B),
Imediatamente apos as extracdes dentarias, os dentes foram armazenados em Meio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco/lnvitrogen—Lote: 563487) com 10% de
soro fetal bovino (SFB, Gibco/lnvitrogen-Lote: 210120) e 1% de antibidtico
(estreptomicina/penicilina,Gibco/Invitrogen-Lote: 847143).

Sob refrigeracao foram transportados ao Laboratério de Cultivo Celular, no qual,
em capela de fluxo laminar vertical (Quimis/ Série 041109), os dentes foram limpos em
PBS (Tampéao Fosfato Salino, Gibco/Invitrogen-Lote:558182) e todo o tecido gengival
removido com laminas de bisturi estéreis. As polpas dentais foram removidas dos
apices radiculares com o auxilio de curetas (SS White Duflex) e limas endodénticas
(tipo Hedstroem - 22 série - Maillefer — Dentsply), também estéreis.

As polpas foram lavadas duas vezes em PBS e cortadas sobre placa de Petri
estéril com o auxilio de duas laminas de bisturi até que a obtencdo de pequenos
fragmentos com aproximadamente 1mm?® Ap6s os fragmentos pulpares foram
colocados cuidadosamente sobre a superficie cultivavel de uma garrafa de cultura de
25cm? (Techno Plastic Products) e feita a adesdo dos tecidos na superficie da garrafa, e
apos, foi adicionado 1ml de meio de cultivo (DMEM + 10% de SFB + 1% de antibiotico)
para promocao da adesao dos explants.

Os fragmentos foram mantidos em garrafas de cultivo celular com Meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco/lnvitrogen—Lote: 563487) com 10% de soro
fetal bovino (SFB, Gibco/lnvitrogen-Lote:210120) e 1% de antibiotico
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(estreptomicina/penicilina, Gibco/Invitrogen-Lote: 847143) em estufa com atmosfera de
5% de CO,a 37°C (Thermo Electron Corporation).

Nas primeiras 72 horas os explants permaneceram em repouso sem nenhum
movimento nos frascos. Apos este periodo, as garrafas foram monitoradas diariamente
em microscoépio de luz invertida (modelo AAKER) para a observagcdo da migracdo das
células a partir do tecido pulpar. A cada 48/72 horas, 1ml de DMEM completo era
adicionado cuidadosamente e os fragmentos ndo aderidos, removidos. Apés o inicio da
migracao das células (Fig. 5, a-c), os explants foram descartados e as células mantidas
até a confluéncia na garrafa de cultivo, sempre em atmosfera de 5% CO, a 37°C.

O crescimento celular isolado foi monitorado diariamente em microscépio de luz
invertida (modelo AAKER) e o0 meio de cultura trocado a cada 2 ou 3 dias, de acordo

com o metabolismo celular, até a obtencdo da subconfluéncia (Fig. 5 d-f).

4.4.3 Subcultivo

Para o subcultivo, o meio de cultura da garrafa foi removido e reservado em um
tubo de centrifugacao (Falcon). A monocamada celular foi lavada uma vez com 2ml de
PBS (Tampdo Fosfato Salino,Gibco/Invitrogen-Lote:558182), pH 7,2 para remover
tracos do SFB que poderia inativar a Tripsina-EDTA 0,25% (Gibco/Invitrogen—Lote:
794994).

Em seguida, as células foram separadas entre si e do fundo do frasco com 2
ml/garrafa de tripsina durante 5 minutos, a 37°C e, a tripsina inativada com o meio de
cultura contendo SFB reservado anteriormente. Aliquotas dessa suspensao de células
foram distribuidas em 2 novas garrafas de 25cm? contendo 5ml de meio de cultivo
suplementado com SFB a 10% e as garrafas de cultivo foram mantidas em estufa, a
temperatura de 37°C e atmosfera umida contendo 5% de CO,. Cada procedimento de
subcultura originou uma nova passagem da linhagem celular. As células usadas para

os testes de viabilidade celular e genotoxicidade estavam entre a 5% e 102 passagens.
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Figura 5 - Explants (setas brancas) e o inicio da migracdo dos fibroblastos
pulpares humanos (setas pretas) (a, b, ¢c) e FPHs em baixa confluéncia (d, €) e em
confluéncia 70%(f), forma bem alongada (aumento de 40 X).

4.4.4 Contagem Celular

Antes da realizacdo dos experimentos de citotoxicidade e genotoxicidade foi
determinado o ndmero de células existentes nos frascos de cultivo. A finalidade dessa
contagem € conhecer o niumero de células para uma divisdo igualitaria de células por
grupo. O numero de células semeadas em cada poco, tanto para as 3T3/NIH quanto
para os fibroblastos pulpares humanos (FPH), foi de 2 x 10* células para a

citotoxicidade e 4 x 10* células para a genotoxicidade.

Para a determinacdo do numero (contagem celular), as células foram lavadas
duas vezes em PBS e ressuspendidas utilizando-se 3ml de solugdo de tripsina-EDTA
(Gibco/Invitrogen—Lote: 794994) para as garrafas de cultivo de 75cm?, por 5 minutos.
Para neutralizar a acdo da tripsina foram adicionados no minimo a mesma quantidade
de DMEM suplementado com 10% SFB e 1% antibiético. Os fibroblastos provenientes
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da cultura priméria ndo foram centrifugados por se tratar de células maiores e mais
frageis quando comparadas com a linhagem imortalizada de fibroblastos de

camundongos 3T3/NIH.

Apoés, o conteudo total da garrafa utilizada no experimento foi removido e
colocado em um Falcon de 15ml. O volume de células foi homogeneizado no
sobrenadante com uma pipeta volumétrica de 10ml. De cada suspenséo celular, 20ul

foram dispensados em um tubo de criogenia.

Fora do fluxo laminar, uma gota dessa mistura foi colocada em um
hematocitometro (Camara de Neubauer Espelhada Melhorada/ Labor Optik) e levado
ao microscopio de fase invertido (modelo AAKER) para a realizagdo da contagem. As
células com aspecto brilhante e formato arredondado foram consideradas viaveis,
enquanto as células escurecidas com formato distorcido foram consideradas mortas,
ndo sendo contabilizadas na contagem dos 4 quadrantes das extremidades. O calculo
foi feito com base na formula onde o numero total de células viaveis contadas nos 4
quadrantes externos foi multiplicado por 10 (fator de correcdo do hematocitémetro).
Esse valor foi dividido pelo nimero de quadrados contados (nesse caso 4) e
multiplicado pelo fator de diluicdo que é a quantia do meio de cultura adicionado. A
partir dessa férmula obtivemos a quantidade aproximada de células presentes em cada

garrafa.

O numero total de células (NT) presentes no frasco foi obtido através da equacéo

abaixo, onde FD é o fator de diluicao.

N° total céls viaveis X FD X 104

NTcéls =
4 (n° quadrados contados)

De acordo com a quantidade de células viaveis existentes, calculou-se o nimero

de células necessarias para o plagueamento celular para a realizagdo dos ensaios de
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citotoxicidade e genotoxicidade. Para a citotoxicidade foi necessério 2x10“céls/poco em
200ul e para a genotoxicidade, 4x10%céls/poco em 400pl. Uma nova equacio

matematica foi feita sob uma regra de trés.

N°T células  -------m-momememee e 19200ul ou 4800l
N°pogos(96ou12) x N° céls(2x10*ou 4x10%) -------------------- X (suspencao cel.)

A suspenséo de células foi diluida de acordo com o nimero de poc¢os usados. Na
citotoxicidade foram usadas placas de cultivo celular (ELISA/ Techno Plastic Products)
de 96 pocos (96 x 200 ul). Para a genotoxicidade foi usada a placa de cultivo celular de
24 pocos (Techno Plastic Products), entretanto foram usados apenas 12 pogos por
experimento (12 x 400ul). Através desta regra de trés obteve-se a quantidade da
suspensao celular que seria necessario diluir em meio de cultivo para se obter o volume

necessario para cada experimento.

4.5 Ensaio de viabilidade celular / citotoxicidade

As condi¢cbes de tratamento incluindo cultura e tempo de exposi¢des foram
baseadas nas especificagdes de International Standards Organization (1997).

Os monbdmeros testados foram usados em concentracbes de 10mM, 1mM,
0,1mM, 0,01mM e 0,001mM, sempre diluidos no mesmo meio usado na cultura celular.
Foram feitas diluicbes dos mondmeros a partir de uma solucao padrao de 100mM, onde
foi acrescentado 0,5% de dimetil sulféxido (DMSO).

Foi usada a mesma densidade de células, tanto para as 3T3/NIH, quanto para os
FPHSs, e todos os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar.

A suspenséo das células foi plaqueada em uma concentracéo de 2 x 10* células
por poco e distribuidas em placas de cultivo celular (ELISA/ Techno Plastic Products) de
96 pocos. Cada poco recebeu 200ul de DMEM suplementado com 10% SFB e 1%
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antibiético, onde estava o numero de células descrito. As placas foram entdo incubadas
a 37°C a 5% CO, (Thermo Electron Corporation) por 48 horas (FPH) e 24 horas
(3T3/NIH) para promover a adesao celular ao fundo dos pocos. Por causa da baixa
proliferacdo das células primarias (tempo de ciclo celular: 26-36 h) estas necessitam
ficar mais tempo que as de linhagem permanente (tempo do ciclo celular: 18-20 h)
(FRESHNEY, 2000).

Passados os tempos detalhados acima, foram retirados com pipeta multicanal os
200l do meio de cultura de cada poco e adicionados 200ul/poco das diferentes
concentracdes seriadas (de 10mM a 0,001mM) de cada mondémero (FERNANDEZ et
al., 2010). As substancias foram diluidas em DMEM completo e ficaram em contado
com as células pelo periodo de 24 horas. Nos pocos controles, foram adicionados 200
ul de DMEM com a mesma quantidade de células e seu meio de cultura, trocado apés
as primeiras 24 horas (3T3/NIH) ou 48 horas (FPH). Pogcos com DMEM sem a adicao

de mondémeros e sem adicao de células foram usados como controles brancos.

Apos 24 horas foi feito a remogdo dos monémeros testes e adicionados 20ul de
MTT (sal tetrazolium  [3-(4,5-dimetltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium  brometo)
(Sigma/Aldrich) diluidos em 180 pl de DMEM em cada poc¢o (5 mg/m MTT). As placas
foram entdo incubadas em ambiente sem luminosidade por 4 horas a 37°C em
atmosfera com 5% CO, (Thermo Electron Corporation). Apds este periodo, a solucéo
contendo MTT diluido em DMEM foi aspirada e solubilizada com 200ul de

Dimetilsulfoxido (DMSO, Synth) que foram adicionados a cada poco.

As placas foram levadas a uma mesa agitadora (Biomixer/ TS-2000A UDRL
Shaker) a uma velocidade de 150 rpm por 10 minutos para a solubilizacdo dos cristais
de formazan produzidos pela reducdo do MTT pela desidrogenasesuccinica da
respiragcdo celular. Subsequentemente, a absorbancia foi medida usando um

espectrofotometro (Termoplate/TP-Reader) em um comprimento de onda de 540nm.
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4.6 Ensaio de genotoxicidade

O ensaio utilizado para a verificacdo da genotoxicidade dos monémeros foi o
teste de micronucleos (MN) com a coloracéo pela técnica de Feulgen. Em 1912, Robert
Feulgen introduz a técnica de coloracdo do DNA cromossémico com especificidade
técnica denominada reacdo de Feulgen que permitiu a realizacdo de inUmeros estudos
de quantificacdo de DNA. A coloracdo com a Técnica de Feulgen consiste na
pigmentacdo de todos os elementos celulares que contenham DNA, o qual, apés
hidrélise acida moderada, quando tratado pelo reagente de Schiff, da lugar a formacéo
de um produto que cora num tom de vermelho arroxeado (KASTEN 2003).

Os ensaios de genotoxicidade foram executados sempre em capela de fluxo

laminar e foram utilizadas somente as células 3T3/NIH.

As células foram semeadas em placas de 24 poc¢os (Techno Plastic Products)
sobre laminulas de vidro circulares de 13mm (G13C Glasscyto), nas quais houve
adesdo. Procedeu-se & contagem celular e em cada poco foram adicionadas 4x10*
células em 400ul de meio de cultura (DMEM) com 10% de soro fetal bovino (SFB)
acrescido de 1% de antibidtico.

As placas contendo as laminulas e as células ficaram em repouso em atmosfera
de 5% de CO,, a 37°C (Thermo Electron Corporation), por 24 horas. Depois deste
periodo o meio foi retirado dos pocos com cuidado de ndo tocar nas laminulas e, apés
adicionados 400ul/poco de cada mondmero na concentracdo de 0,1 mM que foi a
concentracdo intermedidria pré-estabelecida nos ensaios de citotoxicidade onde havia
viabilidade celular suficiente para o teste de MN. Novamente as placas foram colocadas
em estufa com 5% Co,, a 37°C e, apds 24 horas de contato com 0os mondémeros-teste
as laminulas contendo as células foram lavadas com 1ml/pogo de PBS por 10
segundos, O PBS foi removido e as ceélulas foram fixadas e coradas com protocolo

adaptado de Fernandez et al., (2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kasten%20FH%22%5BAuthor%5D
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Fora da capela de fluxo laminar as laminolas com as células foram fixadas dentro
dos proprios pocos, mediante adicdo de 1ml/poco de solucdo contendo 3 partes de
metanol (Vetec) para 1 parte de acido acético (Synth). As placas foram entédo levadas
ao freezer -20°C por 30 minutos e, passado este periodo, o metanol/acido acético foi
removido e adicionado 1ml/poco de &cido cloridrico 1N (Synth) a temperatura ambiente
por 1 minuto. Removido o acido cloridrico foi adicionado novamente 1ml/poco de acido
cloridrico 1IN pré-aquecido a temperatura de 63°C e mantido em estufa (FANEM) de
60°C por 10 minutos. Apos este periodo a placa foi resfriada a temperatura ambiente
por 10 minutos e removido o acido cloridrico, adicionado novamente o mesmo (HCI,
1N), por mais 5 minutos. Apds, foi removido novamente e adicionado 1ml/pogo de agua
destilada por 10 minutos (2 passagens de 5 minutos, cada). A secagem das laminulas

foi &4 temperatura ambiente e dentro da placa.

Foram adicionados a cada po¢o 1ml da solucéo de Schiff por duas horas e trinta
minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz e, logo apdés, o reagente removido e
as laminulas cobertas por agua tamponada por 4 minutos, ao abrigo da luz. Passado
este tempo procedeu-se lavagem com agua destilada e as laminulas foram removidas
do interior dos pocos, identificadas secas e armazenadas.Vinte e quatro horas apdés, as
laminulas foram imersas no corante Fast Green (Sigma-Aldrich) por 10 segundos e
depois lavadas 3 vezes com alcool metilico 96° (Vetec) por 3 segundos cada imerséo e
deixadas para secar por 24 horas. Posteriormente as laminulas foram fixadas as
laminas histoldgicas identificadas por codigos aleatérios para que, durante a leitura

houvesse o cegamento dos examinadores.

Os micronucleos foram visualizados em microscopio 6ptico comum (Olympus)
com objetiva de 40x e oculares de 10x em laminas identificadas e a contagem feita por
trés examinadores cegos. A determinacdo da proporcao de micronucleos foi mediante a
contagem manual de células micronucleadas em 1000 células por laminula, 2 laminulas

por mondmero (Fig. 6).

Os critérios utilizados para caracterizar a formacdo dos micronucleos foram os

seguintes: (a) devem ter um contorno regular, redondo ou oval e estar dentro do
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citoplasma da célula; (b) apresentarem coloracdo semelhante ao nucleo principal; (c)
seu diametro deve ser menor que 1/3 do didametro do nudcleo principal; (d) devem estar
no mesmo plano de foco do principal; (e) deve estar separado ou marginalmente
justaposto ao nucleo principal, de modo que haja identificacédo clara do limite nuclear de

ambos (COUNTRYMAM, HEDDLE, 1976).

Figura 6 — Fotomicrografia de célula micronucleada, MN (seta) de forma arredondada
(@); um dos critérios de exclusdo: cromatina condensada em duas células-filhas, pos-

mitose (b).
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5 Resultados

Os resultados do presente estudo, apoiam a rejeicdo de ambas as hipdteses

nulas testadas.

5.1 Zimografia

Uma banda foi detectada nos géis de poliacrilamida no ensaio de zimografia,
correspondente a massa molecular de aproximadamente 66 KDa ou a forma ativa da
MMP-2 (Fig. 8) de acordo com o padrdo de peso molecular usado. (Benchmark Protein
Ladder, Invitrogen). Estas enzimas foram caracterizadas como metaloproteinases da
matriz, pois a expressdo foi inibida pelo EDTA, enquanto o NEM (um inibidor de
proteases serinas) nao teve nenhum efeito sobre a atividade enzimética (Fig. 7) apos a
incubacédo por 24 horas em solugdo contendo 5mM CaCl, em tampdo 50mM Tris-HCI
(Tris- CaCl,).

Para quantificar a inibicdo relativa pelos diferentes tipos e concentracbes dos
mondmeros, as bandas foram digitalizadas e as transmitancias foram analisadas com o
programa Image J (NIH, Bethesda, MD, USA). O percentual de inibicdo foi relacionado
com o controle de cada concentracdo, em cada material testado. A intensidade de
transmitancia das bandas foram quantificadas em pixels, na escala de cinza, com o
mesmo programa. Tal programa usado permite igualar o background, e deste modo,
somente as bandas sdo analisadas (Fig. 9). Os dados obtidos foram transformados em
valores numéricos e cada valor encontrado foi dividido pelo valor do respectivo controle,

obtendo-se assim, percentuais. Estes ensaios foram realizados em duplicata.
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NEM controle | EDTA
O.Smwu 0,5SmM

Figura 7 — Controle mostrando que ndo houve inibicdo quando incubados apenas
em Tris-CaCl, (b); caracterizacao das enzimas como MMPs pois suas expressoes
foram inibidas por EDTA (c) e NEM (a) nao teve nenhum efeito sobre a atividade da

MMP. Gel de zimografia revelando a atividade da MMP-2( 66KDa).

( N

70 KDa

(MMP-2) 66 KDa

60 KDa

50 KDa

Figura 8 — Padrdo de peso molecular (b) (Benchmark Protein Ladder, Invitrogen),
bandas correspondentes a pesos moleculares expressos em KDa, a partir de
20KDa. Banda em 66KDa, correspondendo a forma ativa da MMP-2 (a).
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EGDMA

CONTROLE 0,01 0,001

CONTROLE 0,01 0,001

TAGDMA

CONTROLE

PEG200DMA

CONTROLE

CONTROLE 0,01 0,001

Figura 9 — Géis de zimografia — as imagens mostram o potencial de inibicdo da expressao

da MMP-2 pelos mondmeros metacrilatos condicionados em tampao Tris-CaCl, .



5.1.1 Percentual de inibicdo de cada mondmero, em relagcdo ao controle:

68

Tabela 3 — Descricdo numérica do percentual de inibicdo de cada concentracéo

dos mondémeros metacrilatos.*

EGDMA TEGDMA T4DMA PEG200 PEG400

5mM 50,05 65,68 62,45 63,15 58,18
1mM 69,77 58,48 69,68 0 58,18
0,1mM 67,68 46,40 0 0 58,18
0,01mM 51,87 56,42 60,52 0 58,18
0,001mM 55,12 50,49 60,52 0 58,18

*O numero 0 indica todo o potencial enzimatico da MMP-2, e os demais
algarismos representam a inibicdo da enzima em relacdo ao seu respectivo

controle.

5.1.2 Analise descritiva das inibicdes de cada experimento, em relacdo ao

controle:

EGDMA todas as concentra¢des inibiram parcialmente em torno de 50%, exceto 1mM,

que foi inibitéria em 70% e 0,1mM que inibiu 68%.

TEGDMA todas as concentracdes tiveram um pequeno potencial inibitorio, de 58% a

46%, mas 5mM foi a de maior inibicdo, em torno de 65% .

TAGDMA teve potencial inibitério em torno de 60% nas concentracdes de 5mM,

0,01mM e 0,001mM. A concentracédo de 1mM inibiu em torno de 70% e em 0,1mM né&o

houve inibic&o.

PEG200DMA somente foi inibitério na concentracdo de 5mM, em torno de 63%;

PEG400DMA teve intermediéaria inibicAo em todas as concentragfes, em torno de 58 %;



69

5.2 Citotoxicidade

Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos independentemente 4
vezes para cada tipo celular (FPHs e 3T3/NIH). Em todos os ensaios os valores foram
expressos em porcentagem nos quais o valor maximo de 100% foi o controle (sem

tratamento) e plotados em concentracdo mM em uma escala decrescente fracionada.

Os dados séo apresentados como a percentagem meédia das absorbancias para
cada sistema de teste e o0 valor da média de cada triplicata foi dividido pelo valor da
absorbéancia do controle do respectivo teste, obtendo-se assim, as percentagens de
cada concentracdo de cada mondmero dentro dos independentes experimentos.

Os calculos foram realizadas utilizando o software GraphPadPrism 4 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA). A significancia estatistica das diferencas entre os grupos

experimentais foi verificada através da anélise por ANOVA e Tukey (P<0,05).

Em todos os grupos de ambas as células a concentracdo de 10mM induziu a

100% de morte celular (Gréafico 1).

Nos FPHSs, estatisticamente em relacdo ao grupo controle (ndo tratado), os
mondmeros foram mais citotoxicos nos grupos EGDMA (concentra¢cdo 10mM e 0,1mM),
TEGDMA (concentragdo 10mM e 1mM) e grupo TAGDMA (concentragcdo de 10mM).
Nos grupos PEG200DMA e PEG400DMA todas as concentracdes tiveram diferenca

estatistica em relacdo ao controle.

Nas células 3T3/NIH, todas as concentracdes do monémero EGDMA foram
semelhantes estatisticamente ao grupo controle, exceto a concentracdo de 10mM. No
grupo TEGDMA houve diferenca estatistica em todas as concentragdes, em relagéo ao
controle. O grupo T4AGDMA foi menos citotéxico na concentragdo 0,01mM e todas as
outras concentracOes foram diferentes estatisticamente do controle. PEG200DMA teve
maior citotoxicidade nas concentracdes de 10mM,1mM e 0,01mM e PEG400DMA teve
diferenca estatistica entre 0os grupos controle e as todas as concentracdes, exceto na

concentracéo de 0,1mM.



70

120 120
PULPAR EGDMA _l_ 3T3 EGDMA

100 - 100 - T
wy
% 80 =2 80 -
o ]
- 60 - 260 -
.o .S
= >
R 40 2 40 1

20 - 20

*
0 - o - T T
control 10mM 0,1mM 0,01mM 0,001mM control 10mm 0,1mM 0,01mM 0 001 mM

120 PULPAR TEGDMA 120 3T3 TEGDMA

100 - 100 - *
2
Sso - =80 - *
= 3

L%

260 - =60 -
= s
o >

40 1 3240

20 20

0~ o - T . T
control 10mmM 0,1mM 0,01mM 0,001mM control 10mM 0,1mM 0,01mM 0,001mM
120 120
PULPAR T4GDMA 3T3 T4GDMA
100 - 100 -

o
o
|
00
o

% viable cells
[0}
o

% viable cells
[}
o

.IIiE | nlt

40 40
20 - 20
o - o]
control 10mm 0,1mM 0,0lmM  0,001mM control 10mM 0,1mM 0,0lmM  0,001mM
120 120
PULPAR PEG 200 3T3 PEG 200
100 100

00
o
0
=]

% viable cells
a
[=]

% viable cells
2]
o

JIIIE i.llit

40 40
20 20
0 - o
control 10mM 0,imM  0,0lmM 0,001mM control 10mMmM 0,1mM 0,01mM  0,001mM
120 120
PULPAR PEG 400 3T3 PEG 400
100 100 -
=80 280 - *
3 =
(=] * »* 3 *
(5}
=60 Wego -
= =
= @
2240 240
3 ES
20 50 -
* *
o - . T [ T T
control 10mM 0,1mM 0,01lmM  0,001mM control 10mM 0,1mmM 0,01mM  0,001mM

Grafico 1 - Sobrevivéncia celular de FPH (a) e 3T3 (b) expostos por 24 hs a EGDMA
(1),TEGDMA (2), T4AGDMA (3), PEG 200 DMA (4) e PEG 400 DMA (5) nas diferentes
concentragbes. Dados normalizados de acordo com a densidade das leituras
(absorbancia de 570nm) de quatro culturas de cada tipo celular, feitas em triplicatas.
As barras representam as medianas, e * representa diferenca estatistica com relagao
ao controle (ndo tratados).
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5.3 Genotoxicidade

A estatistica usada foi ANOVA, seguida de Tukey para comparacao de multiplos
grupos. Foram contadas 2000 células por 3 avaliadores cegos, em dois experimentos

diferentes, e feito uma média destas leituras (Tab. 4).

20

Células Micronucleadas {média+/- dp)

Grafico 2 - Comparacao da quantidade de células 3T3/NIH micronucleadas do grupo
controle (ndo tratado) com a quantidade de células MN ap0s a exposi¢cdo de 24h de

cada monomero (0,1mM).

A frequéncia de células 3T3/NIH micronucleadas foi numericamente mais alta em
todos os monémeros testados em comparagdo ao controle/ndo tratado (Tabela 4).

Houve diferenca estatistica entre 0s grupos que possuem cadeias mais longas
de oxido de etileno, PEG200DMA e PEG400DMA, quando comparados com o controle.
Ja& os mondbmeros TEGDMA, EGDMA e T4GDMA né&o tiveram diferenca
estatisticamente em relacdo ao controle, mas foram estatisticamente diferentes do

mondmero de maior peso molecular, o PEG400DMA, e semelhantes ao PEG200DMA.
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Os monbémeros PEG200DMA e o PEG400DMA nao tiveram diferencas estatisticas

entre si (Gréfico 2).

Tabela 4 - Frequéncia de células MN apds 24 horas de exposicdo aos mondmeros.
(n=2000)

Grupos Média + S.D.
Controle 6.25%+ 0.9
TEGDMA 7.75% +2.2
EGDMA 8 +1.6
T4GDMA 9.25%° + 0.9

PEG200DMA 12"+ 2.9
PEG400DMA 15.25° + 1.7

Diferentes letras indicam diferenca estatistica entre os resultados (p<0.05).



6 Discusséao

A matriz dentinaria contém metaloproteinases de matriz (MMP), as quais
pertencem a um grupo de enzimas zinco e calcio-dependentes que regulam o
metabolismo fisiologico e patoldgico dos tecidos a base de colageno (TJADERHANE et
al.,1998) e apresentam potenciais e relevantes implicacbes na adesdo dentinaria
(PASHLEY et al., 2004). Evidéncias de atividades colagenoliticas e gelatinoliticas em
dentina parcialmente desmineralizada tratada com adesivos convencionais (MAZZONI
et al.,, 2007) destacam o potencial risco que estas endoproteases exercem no
rompimento das fibrilas de colageno incompletamente infiltradas dentro da camada
hibrida.

A ativacdo acida da MMPs, poderia ser um mecanismo comum na degradacéo
da matriz de coldgeno nos tecidos dentarios mineralizados. Os autores reforcam a
ligacdo das MMPs derivadas do proprio hospedeiro na progressdo da carie dental
humana. Além disto, a ativacdo das formas latentes das enzimas de pH 4.5, seguido da
neutralizacdo prova que a atividade das MMPs sdo aumentadas em condicfes acidas,
como nas presentes nas lesdes cariosas. Os periodos entre pH abaixo de 55 e
periodos com pH neutro, devido ao tamponamento feito pela acéo salivar, proporciona
a sequéncia na qual as fibras colagenas da matriz organica dentinaria sao

primeiramente expostas e entdo degradadas pelas MMPs (TJADERHANE et al., 1998).

Como a MMP-2 e MMP-9 sdo as principais enzimas proteoliticas existentes na
dentina (MARTIN-DE LAS HERAS et al.,, 2000; MAZZONI et al., 2007), optou-se em
usar o ensaio de zimografia que é uma técnica muito sensivel para gelatinases, na qual
a partir de 10 pg de MMP-2 ou MMP-9 as atividades proteoliticas podem ser detectadas
(DE MUNCK et al., 2010).

Gelatinases (MMP-2 e MMP-9) possuem similaridade estrutural exclusiva e
unica, a qual faz delas diferentes de outras MMPs. Elas possuem modulos de

fibronectina tipo Il no seu dominio catalitico, os quais formam o dominio vinculado ao
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coldgeno que interagem especificamente com gelatina e que é fundamental para a
clivagem dos substratos (NAGASE, VISSE e MURPHY, 2006).

Em nosso trabalho foi estudada a atividade gelatinolitica da MMP-2, a qual é
uma das MMP-s existente em maior quantidade na dentina humana. (MARTIN-DE LAS
HERAS et al.,, 2000). Entretanto, Sulkala et al. (2007) mostraram que a MMP-8
(colagenase-2) esta intrinseca nos compartimentos mineralizadas ou desmineralizados
da dentina humana. A MMP-8 também é expressa por odontoblastos, tecidos pulpares
de dentes humanos totalmente desenvolvidos e fibrilas colagenas, pois tem como
substrato preferencial o colageno tipo |, o qual é o principal tipo de colageno da matriz
organica dentinaria (LINDE e GOLDBERG, 1993).

Além disto, a MMP-2 foi identificada em altas concentrac6es na matriz dentinéria
(MAZZONI et al., 2007). Breschi et al., (2010b) mostram que embora se pense que as
andlises quantitativas das diferentes MMPs dentinarias estejam completas (MARTIN DE
LAS HERAS et al., 2000; SULKALA et al., 2007; MAZZONI et al., 2007), os dados do
seu trabalho indicam que a MMP-2 pode ser a MMP de maior prevaléncia na dentina

humana, em concordancia com a MMP avaliada na presente investigacao.

Sulkala et al. (2007) ndo observaram a atividade colagenolitica da MMP-8 em
ensaios utilizando dentina pulverizada e autoclavada, mas houve atividade gelatinolitica
da MMP-2 na mesma condicdo. Este achado sugere que ao contrario da MMP-8, as
gelatinases dentinarias sdo muito mais resistentes a procedimentos de tratamentos

externos, assim como sugerido previamente por Martin de Las Heras et al. (2000).

As MMPs séo enzimas relativamente grandes, com peso molecular no intervalo
de 60 a 90 KDa. Na matriz dentinaria quase todas as MMPs estdo imbricadas nas
fibrilas de coldgeno apresentando ligagbes fortes que necessitam de medidas extremas
para extrai-las. Em nosso trabalho foram usados guanidina-HCl e EDTA em repetidas
extracdes, e segundo Pashley et al. (2011), quanto maior o nimero de extracdes, maior
quantidade de MMPs podem ser alcancadas.
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Estudos prévios tem identificado MMP-2 na dentina humana, seja em fracdes de
proteinas desmineralizadas ou mineralizadas, e demonstraram que houve atividade
gelatinolitica em dentina desmineralizada apos a extracao por EDTA, (MARTIN DE LAS
HERAS et al., 2000; SULKALA et al., 2007; MAZZONI et al., 2007; SANTOS et al.,
2009). Estes relatos sugerem que o poder de inibicdo da MMP pelo EDTA é reversivel,
e sua utilizacdo no processo de extracao facilitaria a deteccdo da atividade das

gelatinases por zimografia.

Devido a especifica necessidade de ions calcio e zinco para o completo
desempenho das suas atividades proteoliticas, as enzimas avaliadas quando incubadas
em tamp&o/smM EDTA, demonstraram ser verdadeiramente MMPs com atividade
gelatinolitica em nossos ensaios de zimografia, excluindo outras MMPS, tais como
estromelisinas e colagenases, as quais possuem uma baixa especificidade por gelatina
(VISSE e NAGASE, 2003; MAZONNI et al., 2007).

As propriedades de ligacdo das gelatinases ao colageno nativo ou desnaturado,
estdo principalmente relacionadas com as trés repeticées do dominio das fibronectinas
tipo Il, inseridas no dominio catalitico destas MMPS (VISSE e NAGASE 2003). Os
resultados sugerem que nossa técnica de extracdo rompeu a ligacdo colageno-
gelatinase e liberou a atividade de gelatinases sollUveis, antes vinculadas a dentina

humana, as quais foram identificadas pelo ensaio de zimografia.

Muitos trabalhos desenvolvidos suportam o conceito de que instabilidade das
camadas hibridas (CH) esté relacionada a atividade das MMPs enddgenas dentinarias
(MARTIN-DE LAS HERAS et al., 2000; PASHLEY et al., 2004; NISHITANI et al., 2006;
SULKALA et al., 2007; MAZZONI et al., 2007; BRESCHI et al., 2010b; PASHLEY et al.,
2011), e que a inibicdo destas enzimas provenientes do proprio hospedeiro € de grande

importancia para a longevidade das restauragdes adesivas.



76

Desde que os efeitos adversos das MMPs na dentina madura humana foram
identificados (PASHLEY et al., 2004) muitos estudos estdo sendo realizados para
identificar inibidores ndo-toxicos destas enzimas, como potenciais agentes que possam

ser incorporados nos materiais restauradores.

A CHX foi identificada como tendo um forte poder inibitério das MMPs em
trabalhos in vivo (HEBLING et al., 2005; CARRILHO et al., 2007b) e in vitro (GENDRON
et al., 1999; CARRILHO et al., 2007a; BRESCHI et al., 2010b). Entretanto, este material
nao pode ser copolimerizado com outros monémeros metacrilatos, sendo liberada e a
continuidade da sua acdo em estudos a longo prazo ainda é desconhecida. O maior
estudo relacionado a preservacdo da CH pela CHX, que temos conhecimento, relata 2
anos de longevidade (BRESCHI et al., 2010b). Estes ultimos autores usaram 0,2-2% de
CHX, incubando este inibidor com um adesivo comercial e também avaliando a
estabilidade da CH ap6s 2 anos. Os resultados foram positivos, mesmo nas menores
concentracdes, porém o estudo mostra evidéncias de que as MMPs enddgenas ligadas
a dentina humana, principalmente a MMP-2, sdo ativadas pela acdo do adesivo
(AdperScotchbond 1XT), e esta acao € inibida pela CHX.

Alguns dados reportados na literatura confirmam que o aumento da atividade da
degradacdo da matriz dentinaria é feita pelos adesivos (NISHITANI et al., 2006;
BRESCHI et al., 2010b; MOON et al., 2010; PASHLEY et al., 2011), e pode ser
relacionado com a ativacdo da MMP-2, e ainda salientam o envolvimento da MMP-2 na
degradacédo da CH e perda da resisténcia adesiva (HEBLING et al., 2005; CARRILHO
et al., 2007a; CARRILHO et al., 2007b). Estas afirma¢fes demonstram a necessidade
de mais pesquisas relacionadas com outros materiais que possam ficar em intimo
contato com as fibrilas colagenas e que néo participem efetivamente da ativacdo destas

enzimas endogenas, principalmente da MMP-2.

Pode ser possivel inativar as MMPs pelo tratamento acido com o EDTA, pela
quelacdo de cations divalentes, porém enquanto este material a 0,1M (pH 7,4) demora

alguns minutos pra condicionar a dentina, o acido fosférico a 37%, leva apenas quinze
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segundos, fato que torna a utlilizagdo do EDTA, por ser um acido fraco, inviavel
clinicamente (OSORIO et al, 2005; SAURO et al., 2009).

Outra abordagem para inativar a MMPs enddgenas da dentina seria promover
ligacbes cruzadas com suas proprias cadeias peptidicas logo apds o condicionamento
acido. Porém causaria a perda da mobilidade molecular da enzima, a qual é essencial
para a atividade enzimatica. O glutaraldeido & uma substancia usada como agente de
ligacdo cruzada, no entanto, seus residuos séo liberados nos tecidos tratados e tem se
mostrado citotoxico (HUANG et al., 1990 apud PASHLEY et al., 2011).

Carvalho et al., (2010) recentemente avaliaram o TEGDMA e foram mostradas
evidéncias da inibicdo da MMP-2, através de um ensaio por zimografia, porém este
estudo foi feito com MMPs extraidas a partir de explants de tecido gengival de
camundongos. Isto ressalta a importancia do nosso atual trabalho, quando comparamos
novamente o potencial de inibicdo da MMP-2 deste mon6mero (TEGDMA) com os
outros quatro mondomeros (EGDMA, T4GDMA, PEG200DMA e PEG400DMA) em

MMPs derivadas de dentina humana.

A maioria dos monémeros metacrilatos apresentou uma consideravel, mas néo
total inibicho da MMP-2 em todas as concentracdes nos ensaios de zimografia. A
excecdo foi o PEG200DMA, o qual somente a concentragcdo de 5mM inibiu a atividade

gelatinolitica da referida MMP e esta foi em média 63%.

No presente estudo, 0 monémero TEGDMA teve pequeno potencial inibitorio em
menores concentracdes, porém promoveu maior inibicdo na concentracdo de 5mM, o
que mostra concordancia com estudo anterior (CARVALHO et al., 2010), no qual foi
demonstrado o potencial inibitério da MMP-2 pelo TEGDMA nas maiores
concentracOes. Estes autores avaliaram a inibicAo em concentragdes, as quais foram
expressas em porcentagens e nao em molaridade. Apesar desta diferenca na
apresentacdo das concentracdes € possivel encontrar concordancia no potencial

inibitério da MMP-2 deste mondmero nas maiores concentracoes.
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No estudo de Henn et al. (2011), foi analisado o mondmero Metacrilato de Zinco,
um novo grupo de mondmeros metacrilatos. Este material apresentou potencial
inibitério para a gelatinase, em todas as concentracbes estudadas. Porém tais
concentracfes foram consideravelmente maiores do que as do presente estudo, ficando
entre 0,5mM e 16mM.

Foi feita a avaliacdo da citotoxicidade dos monomeros testados no presente
estudo em concentracbes seriadas (10mM, 1mM, 0,1mM, 0,01mM e 0,001mM). A
concentracdo de 10mM promoveu 100% de morte celular, nas duas linhagens celulares
estudadas, em todos os materiais testados. Porém esta concentracdo ndo € tdo alta
guando comparada com seu uso clinico nas formulacées dos adesivos. Testes in vivo
seriam necessarios para avaliar a biocompatibilidade dos mesmos mondémeros em

diferentes concentracdes, para o uso em humanos.

O potencial inibitério dos monémeros metacrilatos ndo é perfeitamente
entendido, mas estes mondmeros possuem em suas estruturas grupamentos éteres
com alta flexibilidade. O que é bem conhecido, é o fato de os grupamentos funcionais

éteres de coroa formarem complexos com cations bivalentes (INOKUMA et al., 2005).

Carvalho et al., 2010 consideram que a estrutura do TEGDMA por possuir cadeia
com alta flexibilidade, poderia formar éteres de coroa entre seus grupamentos éter e 0
Zn®* presentes no dominio catalitco da MMP ou ainda que poderia ocorrer um
complexo entre o cation bivalente e o grupamento carboxila do monémero, através de

interag@es tipo acido-base de Lewis.

Estes mesmos autores supdem que podem ocorrer discrepancias entre 0s
achados in vitro e os observados in vivo, pois quando as fibrilas de colageno estao
desprotegidas, estas podem ser mais susceptiveis aos ataques proteoliticos devido a
acao de acidos provenientes do préprio condicionamento dentinario ou dos fluidos
orais. Aléem disso, estes monémeros podem sofrer interagdes com outros componentes
dentro de um sistema adesivo (CARVALHO et al., 2010).
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Todos os mondmeros avaliados possuem longas cadeias de 6xido de etileno, o
gue propicia aos materiais uma grande flexibilidade e melhora a mobilidade do sistema.
Isto poderia explicar o porqué destes materiais apresentarem um potencial inibitorio da
MMP-2, mesmo em pequenas proporcdes. Hipoteticamente, poderiam formar éteres de
coroa com o cation bivalente presente (Zn®*) no sitio ativo do dominio catalitico e assim
neutralizar a acao gelatinolitica da enzima (MATSUYAMA et al., 1991; INOKUMA et al.,
2005; CARVALHO et al., 2010).

Além disso, a presenca dos grupamentos polimerizaveis (-C=C-), possibilita a
formacdo de polimeros de cadeias cruzadas, 0s quais sdo0 menos susceptiveis a
hidrolise, pois a agua pode inibir a polimerizagdo dos adesivos dentinarios, afetando
especialmente os componentes hidrofilicos dos adesivos. Estes dimetacrilatos
surfactantes sdo ambifilicos, pois possuem componentes organicos contendo grupos
hidrofébicos (2 cadeias de metacrilatos) e hidrofilicos (longa e estendida cadeia de
oxido de etileno). Esta caracteristica bipolar promove uma melhora na solubilidade,
facilitando a penetracdo deste componente hidrofébico na dentina desmineralizada,
reduzindo as separacdes de fase e aumentando a resisténcia adesiva da CH (OGLIARI
et al., 2008).

Guo et al., (2007) comprovaram que a adicdo do PEGDMA pode melhorar a
infillracBo homogénea dos adesivos nos substratos de dentina molhada
desmineralizada, diminuindo a possibilidade de falhas na interface da CH. Esta
afirmacdo confirma a importancia da pesquisa desta classe de novos mondmeros

metacrilatos com o objetivo de melhorar as propriedades mecénicas e biolégicas da CH.

Novos mondmeros metacrilatos com relativamente alto peso molecular séo
propostos para a diminuicdo da contragcdo de polimerizagdo, bem como pela
possibilidade de formacdo de um polimero de cadeias cruzadas, mais flexivel e mais
resistente a degradacdo enzimatica. Mondmeros com capacidade de formacéo de
cadeias cruzadas e ndo apenas ligacdes espaciais lineares, como 0 que ocorre com o
HEMA, séo cada vez mais alvo de estudos (OGLIARI et al., 2008; ZANCHI et al., 2011).
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Anusavice et al. (2005) demonstram que quanto mais longa a cadeia do
polimero, maior é a quantidade de tramas que podem formar-se entre as cadeias.
Portanto quanto mais longa a cadeia, mais dificil distorcer o material polimérico, e
assim, as propriedades como rigidez, resisténcia e temperatura de fusdo aumentam
com o aumento do comprimento da cadeia. Biologicamente esta polimerizacao
raramente ocorre por completo e que as moléculas de monémeros residuais podem ser

lixiviadas dos materiais polimeéricos.

Os materiais adesivos contém polimeros metacrilatos, os quais devido a
mecanismos de abrasdo e acdo enzimatica podem ter seus mondémeros liberados na
cavidade oral e também na polpa. Como a polimerizagdo de um mondmero é catalisada
pela acdo de um co-mondémero as acdes combinadas podem ser consideradas, e
segundo Wisniewska-Jarosinska, et al. (2010) podem ser até diminuidas quando um
mondmero e um co-mondmero agem em conjunto. Os mondmeros testados neste
estudo foram avaliados isoladamente e podem ter agfes diferentes em outros estudos,
caso testados em conjunto com outros monémeros comumente usados na composicao

de sistemas adesivos.

Num estudo prévio de Geurtsen et al. (1998), em algumas substancias testadas
foi encontrada grande variacdo de valores de EDsp (dose efetiva, na qual ha 50% de
viabilidade celular) nas diferentes linhagens celulares. Neste estudo, ndo houve
nenhuma linhagem identificada que pudesse ser consistentemente considerada mais ou
menos sensivel. No nosso trabalho, usamos a linhagem imortalizada 3T3/NIH e os FPH
derivados de cultura priméria, e também n&o foi encontrado uma linhagem mais
sensivel que outra, provavelmente por diferencas no metabolismo celular, estabilidade
da membrana ou relacionamento estrutura-toxicidade destes componentes. As células
permanentes sao cultivadas por anos, e mostram morfologia e fisiologia homogéneas.
Em contraste, culturas de células primarias revelam uma extensdo de vida limitada e
séo heterogéneas, porém simulam melhor uma situacao in vivo. Assim, cada substancia

pode ter sua citotoxicidade testada por diferentes culturas celulares, imortalizadas ou
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primérias (GEURTSEN 2000), o que corrobora com os resultados encontrados neste
estudo, o qual usou dois tipos diferentes de células para comparacéao.

O ensaio por MTT é um dos indicadores colorimétricos de viabilidade celular de
maior utilizacdo por apresentar capacidade de avaliar a funcéo celular mitocondrial de
acordo com a reducdo enzimatica do sal de tetrazdlio pelas desidrogenases
mitocondriais nas células viaveis (MOSMANN, 1983).

Testes in vitro jA& demonstraram existir sinergismo e antagonismo entre as
diferentes substancias que compdem um sistema adesivo, portanto a citotoxicidade de
um mondmero isolado in vitro pode nao indicar o real comportamento do material
guando em um sistema adesivo completo, nem mesmo quando interagindo com todo o
sistema biolégico de testes in vivo (RATANASATHIEN et al., 1995). Estes autores
demonstram também que foi possivel minimizar os erros usando trés réplicas para cada
concentracdo de cada mondmero e cada ensaio foi repetido quatro vezes, o que vem

em concordancia com nossa metodologia.

O controle de cada experimento continha apenas o meio de cultura completo
acrescido de células. Nao foi feito um controle com DMSO, o qual foi usado para a
diluicdo dos monémeros, pois alguns estudos ja& demonstraram nao haver diferenca do
crescimento no controle quando tratado com DMSO em comparagcdo com o controle
nao tratado (GEURTSEN et al., 1998).

Nosso estudo mostrou néo existir diferenca da sensibilidade entre as células de
cultura primaria (FPH) e as de origem imortalizada (3T3), visto que houve um padréao
semelhante nas duas linhagens no que diz respeito ao aumento da citotoxicidade a
medida que aumentavam as cadeias de Oxido de etileno dos mondmeros testados
(GEURTSEN et al., 1998; SCHWEIKL et al., 2001; REICHL et al.,2006).

Quanto a toxicidade no TEGDMA, um dos monémeros mais citados na literatura,
nossos achados com FPHs mostraram diferenca estatistica em relacdo ao controle nas
duas concentracfes mais altas (10mM e 1mM) e nas 3T3 houve diferenca estatistica

em todas as concentracdes, o que denota concordancia da literatura nos diferentes
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parametros deste mondémero e em diferentes tipos celulares (DEMIRCI et al., 2008).
Nossas concentragOes foram formuladas a partir de diluicbes seriadas, ndo avaliadas
em concentracfes intermediarias, nas quais seria possivel comparar a concentracao
EDso (50% de reducdo da proliferagéo celular) de cada substancia testada. Mas é
possivel comparar o0 monémero TEGDMA, que nos FPHs teve diminuicdo de sua
viabilidade a partir da concentragdo de 1mM. E a concentragdo de 10mM provocou total
inviabilidade celular, o que denota concordancia com varios estudos prévios
(SPAGNUOLDO et al., 2004; REICHL et al., 2006; SCHWEIKL et al., 2007).

Geurtsen et al., (1998) desenvolveram um estudo com as células de linhagem
permanente 3T3, as quais permaneceram no meio de cultura apés plaqueadas, por 24
horas e também usou células provenientes cultivo primario, que permaneceram por 48
horas. Este protocolo foi devido ao menor indice de proliferacdo das células primarias
(ciclo celular: 26-36 horas), enquanto nas células imortalizadas o ciclo é bem menor
(ciclo celular: 18-20 horas) (FRESHNEY, 2000). No presente estudo as células de
origem primaria (FPH) também permaneceram mais tempo que as imortalizadas (3T3),
porém ao contrario do trabalho dos referidos autores, o material-teste ndo ficou mais
que 24 horas em contato com os FPHs, o que pode ter influéncia significativa no
resultado distinto.

Os testes de citotoxicidade in vitro estdo entre os que avaliam a
biocompatibilidade dos materiais utilizados na area da saude, bem como na odontologia
(ANUSAVICE et al.,, 2005; ALBERT et al., 2011). O mon6mero TEGDMA mostrou
provocar apoptose em células pulpares a partir de concentragdes de 0,1mM, como no
trabalho prévio com BISGMA de Chang et al., (2010). Estes dois monémeros sao muito
utilizados na composicdo de adesivos dentinarios e isto pode explicar em parte o
porqué destes levarem a inflamacgfes pulpares ou outras injurias mais severas quando

usados em dentes com espessuras dentinarias muito pequenas.

N&ao foram encontrados na literatura trabalhos avaliando a biocompatibilidade
dos monbémeros PEG200DMA ou PEG400DMA. Estes mondomeros nos FPHs

mostraram serem indutores de apoptose, provavelmente pela producdo de ROS,
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mesmo em baixas concentracdes como a de 0,001mM, tendo comportamento similar &
outros mondmeros amplamente usados na odontologia restauradora adesiva como
TEGDMA, HEMA e BISGMA (SPAGNUOLO et al., 2004; CHANG et al., 2005; CHANG
et al., 2010).

Varios estudos tém demonstrado que a citotoxicidade de materiais dentérios e
mondmeros, tais como TEDGMA e HEMA, é associada a uma rapida diminuicdo de
Glutationa (GSH). Esta diminuicdo ocorre porque a GSH desempenha um papel
importante na protecdo e nos processos de desintoxicagao intracelular. A diminuicdo de
Glutationa intracelular por TEGDMA pode contribuir significativamente para a
citotoxicidade deste monémero (STANISLAWSKI et al, 2003; SCHWEIKL, SCHMALZ e
SPRUSS, 2006; DEMIRCI et al., 2008).

Além disso, o esgotamento de GSH induzido pelos monémeros esta associado a
producdo subseqiente de ROS, que por sua vez, pode contribuir para a toxicidade dos
materiais em fibroblastos pulpares e gengivais. Radicais livres liberados por monémeros
subpolimerizados ou pela acdo enzimatica quando expostos aos tecidos, podem causar
danos oxidativos aos lipidios, proteinas e &cidos nucleicos, dependendo do acesso
destes radicais livres ao DNA-alvo (SCHWEIKL, SCHMALZ e SPRUSS, 2006; CHANG
et al., 2010).

A inducdo de formacdo de micronucleos (MN) é considerado como um
biomarcador que fornece informacbes sobre o dano citogenético nos tecidos e
processos associados a inducdo do dano ao DNA (FENECH, 2000), pois tais
microestruturas constituem-se por massas de DNA com a aparéncia de pequenos
ndcleos achados no citoplasma celular, os quais possuem a capacidade de dividir,
representando uma variedade de defeitos de segregacao ao DNA (DE ALMEIDA et al.,
2004).

Relatorio feito apds o “5th International Workshop on Genotoxity Testing” (2009),
mostrou haver pouca concordancia entre linhagens celulares diferentes, e também

pouca especificidade entre as mesmas linhagens permanentes em diferentes
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passagens (MATEUCA et al.,, 2006). Entre os dois tipos celulares usados em nosso
ensaio de citotoxicidade, a linhagem permanente 3T3/NIH (FERNANDEZ et al., 2010),
foi escolhida para o ensaio de MN por ser a mais homogénea e por apresentar melhor
especificidade e reprodutibilidade que as do cultivo primério para este tipo de teste. O
uso de células primarias tem sido limitado pela sua vida definida e por mudancas no
fendtipo celular, acompanhadas por aumento do nimero de passagens (LEE et al.,
2006).

E necessério para a deteccéo dos efeitos genotdxicos de uma substancia, que
inicialmente as células sejam expostas a substancia a ser testada, para que seja
determinada a concentracéo ideal para o ensaio de genotoxicidade. Esta concentracao
deve permitir que um maximo numero de células esteja viavel, para que sejam
bloqueadas no momento da divisdo celular em que ocorrem os MN (FENECH, 2000;
KIRSCH-VOLDERS et al., 2003; LEE et al., 2006; PFUHLER et al.,, 2011). A
concentracdo determinada para o presente estudo foi a de 0,1mM para todos os
mondmeros, a qual foi uma concentracdo intermediaria, onde houve possibilidade de
divisdo celular, por haver viabilidade em consideravel nimero de células e com isto

acontecendo a maior formacao de MN.

Kirsch-Volders et al. (2003) e Fenech (2000) relatam que deve ser contado um
namero de 1000 células por experimento / 2 experimentos por material testado. Este
namero € um padrdo minimo, devido a presenca de MN formados espontaneamente, in
Vivo em pessoas saudaveis, ser relativamente baixo, em torno de 0,3 a 0,5% (ROTH,
ZECHLINSKI e MARTINO-ROTH, 2002).

Schweikl et al. (2001) em um trabalho onde avaliaram a citotoxicidade e a
genotoxicidade de trés monémeros TEGDMA, BisGMA e UDMA, em células
imortalizadas de roedores, V79. Os mondmeros de maior peso molecular (BisGMA e
UDMA) foram semelhantes entre si e quase vinte vezes mais citotoxicos que TEGDMA,
0 qual na concentracédo de 1mM ja promoveu grande quantidade de células apoptoticas,
em concordancia com nosso trabalho. Neste estudo prévio, o TEGDMA foi tao citotoxico

na concentracdo de 1mM, que reduziu a quantidade de células, na contagem dos MN, o
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que mostra nossa concentracdo de 0,1mM, ideal para este ensaio. Este trabalho prévio,
mostrou que quando tratadas com TEGDMA na concentracédo de 0,5mM, houveram em
média 40 células micronucleadas, o que também denota semelhanca
proporcionalmente com nossos achados, onde na concentracdo de 0,1mM foram

encontradas 7,75 células MN.

A frequéncia de MN pode variar dependendo do tipo celular e seréa influenciada
pelo tipo de ensaio usado para detectar efeitos genotoxicos. E recomendado que tipos
celulares com baixo e estavel baseline de frequéncia de MN sejam usados nestes
estudos (células que promovam menos que 25/1000 células MN) (KIRSCH-VOLDERS
et al., 2003). As células 3T3/NIH usadas em nosso trabalho mostrou frequéncia de
6,25/1000 células MN no controle/ndo tratado, o que mostra uma baixa frequéncia de
MN. Além disto, a escolha destas células foi devido a esta populacdo de células terem

uma cinética de divis&o celular muito bem entendida e controlada (FENECH, 2000).

No ensaio de genotoxicidade, na linhagem 3T3/NIH, somente os mondmeros
PEG200DMA e PEG400DMA foram diferentes estatisticamente do controle, porém
todos apresentaram inducdo de MN, ap6s o tratamento de 24 horas, o que demonstra
genotoxicidade destes materiais, porém em niveis baixos, pois nosso controle (ndo
tratado) teve em média uma frequéncia de 0,62% de células MN, e 0 monémero que
apresentou maior genotoxicidade teve 1,52% de células MN. Estas taxas nédo tdo altas
podem ter ocorrido pela concentracdao usada ter sido de 0,1mM. Em estudo prévio, as
concentragbes de TEGDMA de 0,5mM e 0,25mM induziram a formagéo de
aproximadamente 10 MN em fibroblastos de hamster chinés V79, sendo semelhantes

ao controle, o que corrobora com nosso estudo (SCHWEIKL et al., 2007).



7 Conclusodes

Com as limitagdes de um estudo in vitro, pode-se afirmar que oS mondmeros
metacrilatos de cadeias mais longas, PEG200DMA e PEG400DMA foram os mais
citotéxicos nas células primarias pulpares (FPHs). Nas 3T3/NIH, o mondmero mais
citotoxico foi o TEGDMA. A genotoxicidade destas substancias aumentou, conforme
houve aumento do comprimento das cadeias intermediarias, nas moléculas testadas. A

inibicdo da MMP-2 ocorreu parcialmente em todos os grupos avaliados.

Clinicamente, as quantidades usadas nas formulacdes adesivas sdo maiores que
as avaliadas neste trabalho, o que sugere a possibilidade do uso destas substancias,
porém maiores investigacfes necessitam ser realizadas, para que estes resultados

possam ser extrapolados para o uso clinico.
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