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1 INTRODUCAO

Os sistemas adesivos atuais apresentam uma alta resisténcia de unido
qgquando avaliados imediatamente apds a realizacdo da hibridizacdo. Porém,
evidéncias de degradacdo morfolégica e mecénica, jA podem ser observadas apoés 3
meses de avaliacdo in vivo (DE MUNCK et al, 2005). A principal causa da
diminuicdo da durabilidade das restauracdes adesivas esta ligada a degradacéo
hidrolitica dos componentes da interface de unido, o sistema adesivo e o0 colageno
dentinario (DE MUNCK et al, 2005).

A presenca de enzimas, as metaloproteinases da matriz extracelular (MMPS),
tem sido associada a degradacdo do coldgeno constituinte da interface adesiva
(PASHLEY et al, 2004). As MMPs sdo uma classe de endopeptidases zinco e calcio
dependente encontradas em diversas regides do organismo (TJARDEHANE et al,
1998). Essas enzimas sdo responsaveis pela degradacdo de diferentes tipos de
coldgeno (MASKOS e BODE, 2003) e sao responsaveis pelo desarranjo e
remodelamento fisiol6gico da matrix extracelular em varios tecidos, incluindo dental
(MASKOS e BODE, 2003). Foi demonstrado que os odontoblastos, células
especificas da dentina humana, sdo capazes de sintetizar MMP 2 e 9 (DE LAS
HERAS et al, 2000), o que pode potencializar a degradacdo da matriz organica
mineralizada em dentes afetados por céarie. A atividade proteolitica dessas enzimas
é regulada através de inibidores teciduais de metaloproteinase (TIMPS) presentes no
organismo (GOMIS-RUTH et al, 1997) e o desequilibrio entre os TIMPs e as MMPs
inicia a degradacéo de colageno.

Cimentos a base de Oxido de Zinco (SANTOS et al, 2004), sais metalicos
como ZnSO4 e CuS0O, (SOUZA et al, 1999) e amalgamas odontolégicos contendo
Zn (SOUZA et al, 2000) demonstraram alto poder de inibicdo das MMPs. Além disso,
a clorexidina (CHX) tem demonstrado sua atividade na inibicdo das MMPs
(PASHLEY et al, 1995). Por isso, a aplicacdo deste anti-séptico apds o
condicionamento &cido da dentina vem sendo amplamente estudada como uma
alternativa para aumentar a longevidade das restauracfes adesivas. CARRILHO et
al, (2007), sugerem que a aplicacdo de CHX 2% ap6s o condicionamento, in vitro,
pode ser util para a manutencéo da resisténcia de unido. Também € sugerido que a
aplicacdo de CHX 2%, in vivo, pode estar associada & manutencdo da camada
hibrida ap6s 6 (BRACKETT et al, 2007) e 14 meses (CARRILHO et al, 2007) da
realizagdo da hibridizagdo. A inclusdo de monémeros como o metacrilato de zinco,
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gue possui 0 metal zinco, um poderoso inibidor de MMPs parece ser uma alternativa
promissora para a manutencdo da camada hibrida. A possibilidade de co-
polimerizacdo desses mondmeros com outros tradicionalmente presentes na
composicao dos sistemas adesivos pode garantir uma maior estabilidade da inibicao
quando comparada com a promovida pela CHX, que ndo interage com o0s
mond&meros metacrilatos. Nesse sentido, 0 metacrilato de zinco é um monémero de
grande interesse para a formulacdo de adesivos odontoldgicos, pois a presenca de
zinco na sua composicao sugere uma possivel inibicdo das MMPs.

Mondmeros metacrilatos que fazem parte da formulacdo dos materiais
restauradores resinosos sdo sabidamente produtos citotéxicos em contato com
células em cultivo (SCHWEIKL & SPAGNUOLO et al, 2006). Dessa forma, o objetivo
do presente trabalho foi comparar a citotoxicidade do metacrilato de zinco com o
HEMA (2-hidroxietil metacrilato) um monémero amplamente utilizado na formulagéo
dos sistemas adesivos atuais.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Fibroblastos 3T3 de camundongos foram cultivados em meio Meio Essencial
de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com Soro Fetal Bovino
(SFB) a 10%. Uma garrafa de cultivo foi incubada em uma estufa de CO, com
controle de temperatura e pressdo, em ambiente umido a 37°C, 95% de ar e 5% de
CO,. Quando as células atingiram a subconfluéncia, foram lavadas com tampéao
fosfato-salino (PBS) removendo os metabdlitos celulares. Depois disso, foi usada
tripsina por 5 minutos para destacar as células da garrafa, e para inativa-la foi usada
uma mistura de meio DMEM e SFB de no minimo o0 mesmo volume de tripsina. Em
um tubo de 15 mL colocou-se o conteudo da garrafa para entdo ser levado para
centrifuga, por 5 minutos, sob a rotagdo de 1000 rpm, ocorrendo assim a
precipitacdo do conteudo celular no fundo do tubo. O sobrenadante foi descartado, e
foi adicionado 5 mL de DMEM suplementado com 10% de SFB e entéo realizada a
homogeinizacdo do conteudo. Entdo foram retirados 20 pL da solucdo para a
contagem das células em Camara de Neubauer. Apds a contagem, foram semeadas
1x10* células por poco da placa de 96 pocos. Ento, a placa foi levada a estufa por
24h para a adeséo das células.

Foram testados dois mondémeros, o Metacrilato de Zinco (MZ) e o 2-hidroxietil
metacrilato (HEMA). A distribuicdo dos grupos foi realizada de acordo com a Figura
1. Para cada mon6émero foram realizadas diluicbes fracionadas de 10; 1; 0,1; 0,01 e

estao 0s pogcos com meio e sem células.

0,001 mM.
L ] 1 jeelal | [8/eee Figura 1. Demonstracdo da forma de divisdo dos
L 1 1 Jelelol | (806 ) grupos na placa de 96 pocos. Os pocos na cor
L 1 L Jeleltl | 80 azul representam o HEMA em suas diferentes
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- :-:‘:r: 8%8 ==%g=8 controle (células sem produto teste) e em branco
)

As solucdes foram colocadas em contato com as células por 24h em
ambiente controlado (37°C, 5% CO,). Apés, a citotoxicidade foi avaliada através de
um teste colorimétrico (MTT 5 mg/mL de DMEM). O MTT ficou em contato com as
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células por 4 horas em estufa de CO,. Apos 4 horas de incubacado das células com a
mistura a base de MTT na estufa de CO,, o contetdo dos pocos foi retirado e foram
adicionados 200 pL de DMSO em cada po¢o. O DMSO ficou em contato com as
células por 15 minutos e em seguida a placa foi colocada por mais 5 minutos em um
agitador (150 rpm). Por ultimo, a placa foi levada ao espectrofotdmetro e lida em um
comprimento de onda de 540 nm para avaliagdo da viabilidade celular. Os
resultados foram submetidos a analise estatistica ndo-paramétrica com Kruskal-
Wallis e teste complementar de Dunn (p < 0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Apds a andlise dos resultados foi possivel observar que o monémero
metacrilato de zinco apresentou citotoxicidade maior que o mondmero 2-hidroxietil
metacrilato (Figura 2).
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Com base na analise da Figura 2 pode-se observar que para o0s dois
mondmeros testados o valor de absorbancia (viabilidade celular) diminuiu de acordo
com o aumento da concentragdo dos produtos. O grupo controle (sem a adicao de
produto-teste) foi 0 que obteve maior valor de absorbancia, enquanto o grupo branco
(pogos com meio e sem células) ndo fez a converséo do MTT em cristais de
formazan (dados néo exibidos).

O HEMA é comumente identificado como componente dissolvivel dos
materiais resinosos (SAMUELSEN et al, 2007). E assim como outros monémeros
resinosos tem sido identificado como citotéxico por varios tipos de metodologias,
todas indicando modificagcdes na estrutura basica das células como integridade da
membrana celular e fungbes celulares como atividade enzimética ou a sintese de
macromoléculas (SCHWEIKL & HARTMANN et al, 2006). Por isso, o0 HEMA foi
utiizado como mondmero padrédo para a comparagcdo da citotoxicidade do
metacrilato de zinco.

Recentemente mondmeros resinosos tém sido identificados como agentes
quimicos capazes de quebrar a estabilidade da balanca redox da célula, resultando
em um aumento nos niveis de oxigénio reativo (ROS), levando a subsequiente morte
celular via apoptose. Além disso, elevados niveis de ROS sédo agentes candidatos
para a mediacdo de efeitos genotdxicos, jA que a genotoxidade dos mondmeros
TEGDMA e HEMA tem sido repetidamente demonstrado em estudos in vitro
(SCHWEIKL & SPAGNUOLO et al, 2006).
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4 CONCLUSOES

O metacrilato de zinco demonstrou ser um mondémero mais citotoxico que o
HEMA, no entanto outros estudos devem ser realizados para a sua avaliagcdo na
forma polimerizada dentro de um sistema adesivo experimental. Assim como,
estudos do efeito do metacrilato de zinco em cobaias podem dar respostas mais
préximas das obtidas nos humanos.
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