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REesumo

Longo, DL. Avaliacao da Citotoxicidade e Expressao de Citocinas Induzidas por
Resina Composta Fotopolimerizavel. Ribeirdao Preto, 2013. 91p. [Dissertacdo de
Mestrado]. Ribeirdo Preto: Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de
Sao Paulo; 2013.

O objetivo deste estudo foi avaliar, in vitro, o comportamento citotdxico e a producdo de
citocinas induzidos pelos materiais restauradores resinosos contendo novos mondmeros
Kalore™ (GC FUJI) e Filtek™ Silorane (3M ESPE) em comparacdo com as resinas compostas
convencionais Charisma® (Heraeus-Kulzer) e Filtek™ Z250 (3M ESPE), em cultura de
fibroblastos L929 e macréfagos RAW 264.7 de camundongos. As células foram estimuladas
com as resinas compostas, fotopolimerizadas ou nao, a partir da colocacdo em contato
indireto ou pela extracdo de seus componentes durante 15, 45 e 120 dias. Apds a incubacao
por 6, 12 e 24 horas, a viabilidade celular foi avaliada pelo Ensaio MTT e a producao de
citocinas foi investigada pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os dados obtidos foram
analisados utilizando-se analise de variancia de uma via (One-way ANOVA) e pds-teste de
Tukey (a=0,05). A producao de TNF-a e IL-6 ndo foi detectada em fibroblastos da linhagem
L929, apds 6, 12 e 24 horas de contato indireto com as resinas compostas Kalore™ e Filtek™
Silorane. Por outro lado, a producdo de TNF-a foi detectada em macréfagos da linhagem
RAW 264.7, mas nao foi influenciada pelo contato indireto com as resinas compostas, com
excecdo da resina Filtek™ Silorane que inibiu a producdo de TNF-a, apds 12 horas de
incubacdo. Os extratos obtidos das resinas compostas Kalore™ e Filtek™ Silorane incubadas
por 15 dias, se mostraram mais citotoxicos do que os extratos incubados por 45 e 120 dias.
A citotoxicidade da resina composta Kalore™ ndo foi influenciada pela fotopolimerizagdo
enquanto a citotoxicidade da resina Filtek™ Silorane foi maior no grupo ndo
fotopolimerizado. Os extratos das resinas compostas Charisma® e Filtek™ 7250, obtidos aos
15, 45 e 120 dias de incubagao, nao foram citotdxicos 24 horas apds a estimulacdo das
células. Ainda, a resina Filtek™ Silorane, fotopolimerizada ou ndo, estimulou a producdo de
IL-6 no periodo de 45 dias de extracdo. A resina Kalore™, diferentemente da resina Filtek™
Silorane, estimulou a producdo de IL-10, aos 15 dias de extragao. Entretanto, no periodo de
45 de extracdo, a resina Kalore™ fotopolimerizada inibiu a producdo de IL-10, apds 12 horas
de incubacdo, e aos 120 dias de extracdo nao houve producao detectavel de IL-10 em
nenhum dos grupos avaliados.

Palavras-chave: resina a base de metacrilato, resina a base de silorane, resina composta,
citotoxicidade, citocinas.






ABSTRACT

Longo, DL. Evaluation of the Cytotoxicity and Cytokine Expression Induced by
Light-Cured Composite Resins. Ribeirdo Preto, 2013. 91p. [Dissertacdao de Mestrado].
Ribeirdo Preto: Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao
Paulo;2013.

The aim of this study was to evaluate /in vitro the cytotoxicity and the production of cytokines
induced by resin-based restorative materials containing new monomers Kalore™ (GC FUJI)
and Filtek™ Silorane (3M ESPE) compared with conventional composite resins Charisma®
(Heraeus-Kulzer) and Filtek™ Z250 (3M ESPE), in mice L929 fibroblast and RAW 264.7
macrophages culture. Cells were stimulated with the composite resins, light-cured or not, by
indirect contact or extraction during 15, 45, and 120 days. After incubation for 6, 12, and 24
hours, cell viability was assessed by MTT assay and production of cytokines was investigated
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Data obtained were analyzed using one-
way analysis of variance (ANOVA) and Tukey post-test (a = 0.05). Production of TNF-a and
IL-6 was not detected in L929 fibroblasts either 6, 12 or 24 hours following indirect contact
with the Kalore™ and Filtek™ Silorane composite resins. On the other hand, the production
of TNF-a was detected in RAW 264.7 macrophages, but was not influenced by indirect
contact with composite resins, with the exception of the Filtek™ Silorane resin that inhibited
the production of TNF-q, after 12 hours of incubation. The extracts obtained from incubation
for 15 days with composite resins Kalore™ and Filtek™ Silorane were more cytotoxic than
extracts incubated for 45 and 120 days. Cytotoxicity of composite Kalore™ was not
influenced by light curing while cytotoxicity of Filtek™ Silorane resin was higher in the group
that not received light-cure. Extracts of Charisma® and Filtek™ Z250 composite resins,
obtained at 15, 45, and 120 days of incubation, were not cytotoxic 24 hours after stimulation
of the cells. Also, Filtek™ Silorane, light-cured or not, stimulated the production of IL-6
following 45 days of incubation. Kalore™ resin extract for 15 days, unlike Filtek™ Silorane
resin, stimulated the production of IL-10. However, during periods of 45 days of extraction,
Kalore™ resin, light-cured, inhibited the production of IL-10, after 12 hours of incubation,
and 120 days of extraction there was no detectable production of IL-10 in any of the groups.

Keywords: methacrylate-based resin, silorane-based resin, composite resin, cytotoxicity,
cytokines.
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1 InTrRODUCGRO

Historicamente, as primeiras resinas compostas, a base de metacrilato, foram
desenvolvidas no final da década de 40 pelos alemaes, como polimeros de cianoacrilato.
Estas resinas eram conhecidas pelo home de Eastman 910, e apresentavam comportamento
adequado em nivel laboratorial, porém quando empregadas clinicamente, apresentavam
baixa resisténcia ao desgaste, evaporagao do mondmero e alta contracao de polimerizacao,
0 que fazia com que se deslocassem facilmente das paredes da cavidade permitindo a
ocorréncia de infiltracdo marginal (Sélderholm e Mariotti, 1999; Taylor et al., 1998; Rawls e
Esquivel-Upshaw, 2005).

A principal inovagao ocorreu quando esses materiais foram substituidos pelas resinas
epoxi-acrilicas, desenvolvidas por Bowen em 1962, que sao dimetacrilatos resultantes da
reacdo do éter bisfenol A com o glicidil metacrilato, sendo esta a base da maioria das resinas
compostas atualmente comercializadas (Bowen e Marjenhoff 1992; Taylor et al., 1998;
Solderholm e Mariotti, 1999; Rawls e Esquivel-Upshaw, 2005; Ilie e Hickel, 2011a; Radz,
2013). Desde entao, grandes avancos e modificagdes na composicao das resinas compostas
tém sido realizados, como o emprego de monémeros de baixa contracdo e alto peso
molecular, no intuito de superar os efeitos da contracdo de polimerizacdao, uma das principais
deficiéncias quanto as propriedades mecanicas e quimicas das resinas compostas (Eick et al.,
2005; Rodrigues Junior et al., 2008; Naoum et al., 2012).

Os principais componentes das resinas compostas sao a matriz organica; as particulas
de preenchimento; o agente de unido, que liga as particulas de preenchimento a matriz
organica da resina; o sistema ativador, que inicia a polimerizacao; os pigmentos, que
permitem obter coloragdes semelhantes aos dentes e os inibidores da polimerizacao, que
aumentam a vida Gtil do material, bem como o tempo de trabalho (Peutzfeldt, 1997;
Asmussen e Peutzfeldt, 1998; Anusavice, 2005).

O material de preenchimento é de natureza inorganica, formado por particulas de
substancias minerais como quartzo, silica, silicato de aluminio, vidro de bario, fibras de vidro,
entre outros (Phillips, 1991; Rodrigues Junior et al., 2008). O material de preenchimento nao
parece desempenhar um papel importante na compatibilidade biolégica do material,
diferentemente do componente orgénico das resinas compostas (Goldberg, 2008).

A matriz organica da resina composta € constituida, na maioria dos casos, por
Bisfenol-A glicidilmetacrilato (Bis-GMA). Nas Ultimas décadas, foram desenvolvidos outros
tipos de mon6meros, aromaticos e/ou alifaticos, tais como o dimetacrilato de trietilenoglicol
(TEGDMA), o dimetacrilato de uretano (UDMA), o 2-hidroxietil metacrilato (HEMA) e o
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bisfenol A dimetacrilato etoxilado (Bis-EMA) (Ferracane, 1995; Anusavice, 2005), que
estabelecem ligagdes cruzadas no momento da polimerizagdo e conferem resisténcia ao
material (Peutzfeldt, 1997; Rueggeberg, 2002; Palin et al., 2003; Ferracane, 2005).

Nos ultimos anos, tém sido desenvolvidas novas resinas a base de metacrilato com
modificacdes em sua composicao, estrutura e natureza de polimerizagdo, como a resina
Kalore™ . Esta resina de particulas nanohibridas, produzida pela GC FUJI (Kasugai, Jap3o), €
composta por fluoroaminosilicato de vidro (componente inorgénico); canforoquinona
(iniciador); UDMA, DX-511 (mondmero Dupont de alto peso molecular) e co-monémeros
inespecificos (matriz organica) (Kalore™ GC FUJI, 2009).

O mondmero de metacrilato DX-511, componente da resina Kalore™, é constituido
por uma molécula de nucleo longo e rigido, com ramificacdes laterais flexiveis e baixo
nimero de ligacdes duplas de carbono (Ilie e Hickel, 2011a), o que confere uma menor
contracdo de polimerizacdo em relacao aos compdsitos convencionais a base de metacrilato
(Dopheide et al., 2010).

Em estudos internos da Empresa, a resina Kalore™ foi empregada clinicamente, e
demonstrou propriedade estética, além de resultados mecanicos muito favoraveis a sua
indicacdo (Kalore™ GC FUJI, 2009; Terry et al., 2009). Entretanto, os efeitos citotoxicos da
resina composta bem como a avaliacdo da compatibilidade tecidual ainda ndo foram
investigados.

Por outro lado, a resina composta Filtek™ Silorane, introduzida no comércio pela 3M
ESPE (Seefeld, Alemanha), ndo é constituida de monOmero de metacrilato. Esta resina
contém particulas microhibridas e apresenta como componentes o quartzo e o fluoreto de
itrio (componente inorganico); a canforoquinona (sistema iniciador) e moléculas de siloxane
e oxirane como matriz organica (Weinmann et al., 2005; 3M ESPE, 2004, 2005; Prachi e
Rujuta et al. 2008).

O nome “Silorane” deriva da reacdo entre siloxane e oxirane, componentes quimicos
da matriz organica. A combinacdo dessas duas moléculas reduz a contracdo de polimerizacado
do material restaurador e aumenta a estabilidade de cor, em comparacdao aos metacrilatos
convencionais (Weinmann et al., 2005; Terry et al., 2009; Boaro et al., 2010; Lien e
Vanderwalle, 2010; Boulden et al., 2011; Zimmerli et al., 2010; Ilie e Hickel, 2011b; Gao et
al., 2012) por apresentar caracteristicas como hidrofobicidade e insolubilidade em agua
(Kopperud et al., 2010) ou em fluidos bioldgicos (Eick et al., 2005 e 2007). Diversos estudos
tém avaliado as propriedades fisico-quimicas das resinas a base de silorane, demonstrando
significativamente menor contracao de polimerizacdo e adaptacdo marginal melhorada,
comparado aos compostos a base de metacrilato (Eick et al., 2007; Bagis et al., 2009; Lien e
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Vanderwalle, 2010; Kopperud et al., 2010; Ilie e Hickel, 2011b; Yaman et al., 2011; Gregor
et al., 2012).

Embora melhorias nas propriedades fisico-quimicas sejam importantes, o sucesso
clinico de um material odontoldgico depende fundamentalmente da sua compatibilidade
tecidual. Phillips (1991) definiu como caracteristicas ideais dos materiais dentarios, que eles
sejam inofensivos ao tecido pulpar e aos tecidos adjacentes, livres de agentes
potencialmente alergénicos, e ainda, que nao contenham substancias tdxicas que possam
ser absorvidas para o sistema circulatério e provoquem resposta sistémica. Nesse sentido, o
sucesso bioldgico de um material depende, além de ndo causar prejuizo ao tecido, de
desempenhar a sua fungao e modular positivamente a resposta do organismo (Williams,
2008; Wataha, 2012).

A compatibilidade bioldégica dos materiais resinosos €, predominantemente,
determinada pela quantidade e pela natureza dos componentes organicos (Jontell et al.,
1998; Geurtsen, 2000; Braga e Ferracane, 2004; Brackett et al., 2007; Emmler et al., 2008;
Goldberg, 2008; Pfeifer et al., 2008; Urcan et al., 2010; Wisniewska-Jarosinska et al., 2011;
Yang, 2012; Ausiello et al., 2013; Orimoto et al., 2013). Ainda, os efeitos adversos sao
causados por substancias liberadas a partir da matriz da resina na cavidade bucal ou polpa,
devido a polimerizacdo incompleta, a degradacdao da resina ao longo do tempo (Hume e
Gerzina, 1996; Shaijii e Santerre, 1999; Geurtsen, 2000; Ortengren, 2000; Fung et al., 2000;
Santerre et al., 2001; Jaffer et al., 2002; Schmalz, 2002; Eliades et al., 2003; Bouillaguet,
2004; Finer e Santerre, 2004; Goldberg e Smith, 2004; Ferracane, 2005; Brackett et al.,
2007) e/ou pela acdo enzimatica da saliva (Wisniewska-Jarosinska et al., 2011).

Os componentes liberados a partir das resinas compostas a base de metacrilato
(convencionais) sao mondmeros residuais, ou seja, mondémeros que nao polimerizaram
(Brackett et al., 2007; Schmalz et al., 2011). A liberacdo desses compostos nao
polimerizados dos materiais resinosos tem sido relacionada com genotoxicidade (Geurtsen et
al., 1998; Schweikl et al., 2001; Kleinsasser et al., 2004; Schweikl et al., 2005; Kleinsasser
et al., 2006; Goldberg, 2008; Urcan et al., 2010), estrogenicidade (Olea et al., 1996;
Schafer et al., 1999; Pulgar et al., 2000; Tarumi et al., 2000; Ashby, 2002; Voélkel et al.,
2002; Wada et al., 2004; Schweikl et al., 2005; Goldberg, 2008), alteracdes do sistema
imune (Rakick et al., 1999; Kostoryz et al., 2009), hipersensibilidade, citotoxicidade (Rathbun
et al., 1991; Geurtsen et al., 1998; Wataha et al., 1999; Bouillaguet et al., 2000; Geurtsen,
2000; Kleinsasser et al., 2004; Schweikl et al., 2005; Becher et al., 2006; Kleinsasser et al.,
2006; Goldberg, 2008; Chang et al., 2010; Wisniewska-Jarosinska et al., 2011; Kuan et al.,
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2012) e producdo de espécies reativas de oxigénio (Schweikl et al., 2006; Chang et al.,
2010; Schmalz et al., 2011).

Especificamente quanto aos efeitos citotdxicos, sabe-se que 0s monOmeros,
isoladamente, causam diversos efeitos bioldgicos em células, tais como danos a membrana
celular, inibicdo da atividade de enzimas do metabolismo celular, atraso e interrupcao do
ciclo celular, mutacao genética, quebra da cadeia de DNA e apoptose por reducao de GSH
(glutationa) via estresse oxidativo (Schweikl et al., 2005). Estudos em cultura de células tém
mostrado que os mondmeros dimetacrilatos (bis-GMA e TEGDMA) podem provocar, em
concentragdes subtdxicas, um aumento do recrutamento de leucécitos para os sitios de
inflamacao (Kostoryz et al., 2009) e induzir a expressao de citocinas, /n vitro (Gregson et al.,
2008). Os monOmeros resinosos, ao suprimir a atividade das mitocondrias nas células,
alteraram a capacidade de resposta inflamatéria de macréfagos estimulados com
lipopolissacarideo bacteriano (LPS), inibindo a secrecdo das citocinas fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e interleucina-1B (IL-1B). Estes resultados indicam os monomeros podem
ser prejudiciais a resposta inflamatdria ao alterar uma das principais funcdes dos macréfagos
(Rakich et al., 1998; Rakich et al., 1999). Interessantemente, 0 monémero Bis-GMA também
apresentou-se citotdxico sobre os macréfagos da linhagem RAW 264.7 de camundongos,
mas estimulou a secrecdo da citocina pro-inflamatéria TNF-a de forma dose-dependente
(Kuan et al., 2012).

Além dos macrofagos, o efeito citotdxico dos monémeros resinosos tem sido avaliado
em diferentes tipos celulares. Em culturas de fibroblastos gengivais de humanos os
monomeros Bis-GMA, TEGDMA, UDMA e HEMA apresentaram efeitos citotoxicos e
genotdxicos por causarem rupturas da cadeia dupla de DNA (Urcan et al., 2010). Em células
de ovario de hamster, os mondmeros UDMA e TEGDMA ocasionaram alteracao do ciclo
celular e induziram a morte celular programada - apoptose (Wisniewska-Jarosinska et al.,
2011). Entretanto, a avaliagdo de monomeros ndo reproduz, de fato, o0 modo de utilizacao
desses materiais rotineiramente na clinica, que consiste na sua forma polimerizada, ou seja,
na forma de resina composta.

Nesse sentido, ha poucos estudos que enfoquem os efeitos bioldgicos, tais como
citotoxidade e capacidade pré-inflamatédria das resinas compostas Kalore™ (Tadin et al.,
2013) e Silorane (Kostoryz et al., 2001; Schweikl et al., 2005; Brackett et al., 2007; Ruiz-de-
Castaneda et al.,, 2011, 2013). Recentemente, possiveis alteracdes no DNA de células
epiteliais de humanos foram reportadas apds a exposicdo a resina Kalore™ inserida em
restauragoes Classe V (Tadin et al., 2013).
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In vivo, a compatibilidade tecidual do sistema resinoso a base de silorane (Filtek™
Silorane) foi comparada a uma resina a base de metacrilato (Filtek ™ Supreme XT), apds a
implantagao no tecido conjuntivo subcutaneo de camundongos e os autores observaram que
ambas apresentaram resposta tecidual semelhante a do controle — tubo de polietileno vazio
(Ruiz-de-Castaneda et al., 2011). De maneira semelhante, as respostas pulpar e periapical,
foram satisfatorias 10 e 90 dias ap0s restauracao de cavidades profundas de Classe V em
dentes de caes (Ruiz-de-Castafieda et al., 2013).

O potencial mutagénico de diferentes moléculas de silorane e oxirane foi avaliado
previamente em cultura de fibroblastos de hamster V79B e foram observados diferentes
graus de atividade mutagénica quando as células foram expostas ao oxiranes, entretanto, as
moléculas de silorane ndo induziram mutagao genética (Schweikl et al., 2004). Ainda,
verificaram que a resina a base de silorane Hermes III (3M ESPE), ao contrario de outras
resinas a base de metacrilato - Tetric Ceram (Ivoclar Vivadent) e Solitaire 2 (Heraeus-Kulzer)
- ndo se apresentou tdxica em cultura de células da polpa humana (Krifka et al. 2012).
Entretanto, o efeito deste material em outros tipos celulares foi pouco investigado.

Dessa maneira, acreditamos que sejam necessarios estudos experimentais, com o
objetivo de avaliar o comportamento destas novas resinas compostas sobre outros tipos

celulares como células inflamatdrias e células residentes do tecido conjuntivo pulpar.
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2 Proposicio

O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento citotdxico e a producao de
citocinas induzidos pelos materiais restauradores Kalore™ (GC FUJI) e Filtek™ Silorane (3M
ESPE) em comparacdo com os materiais convencionais Charisma® (Heraeus-Kulzer) e Filtek™
Z250 (3M ESPE) em cultura de fibroblastos L929 e macréfagos RAW 264.7 de camundongos.
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3 MaTerIAL E METODO

Resinas compostas fotopolimerizaveis

As resinas compostas utilizadas para estimular as culturas de células foram: Kalore™
(GC FUJI, Kasugai, Japdo); Filtek™ Silorane (3M ESPE, Seefeld, Alemanha); Charisma®
(Heraeus-Kulzer, Wehrhein, Alemanha) e Filtek™Zz250, (3M ESPE, St. Paul, MN, EUA);
disponiveis comercialmente em bisnagas contendo 4g (Figura 1). A composicao das resinas
compostas fotopolimerizaveis esta descrita na Tabela 1.

JHOIVM 0D

Figura 1 - A) Resina composta Kalore™ (GC FUJI); B) Resina composta Filtek™ Silorane (3M ESPE); C) Resina
composta Charisma® (Heraeus-Kulzer); D)Filtek™Z250 (3M ESPE).

Tabela 1 - Composicdo das resinas compostas Kalore™, Filtek™ Silorane, Charisma® e Filtek™Z250, de acordo
com as informagOes dos fabricantes

Resina Fabricante/ . . AL: Carga Inorganica
Composta Cor Particula Matriz Organica (C.L)
Kalore™ GC FUII/ DX-511 Fluoroaminosilicato de 82
Nanohibrida UDMA vidro
A3 Comonbmeros de  (carga pré-polimerizada
dimetacrilato de silica e Didxido de
inespecificos silicio)
Filtek™ 3M ESPE/ Microhibrida Siloxane Quartzo 76
Silorane Oxirane Fluoreto de ftrio
A3
Charisma® Heraeus- Microhibrida BisGMA/TEGDMA Fltior/Bario/Silicio 78
Kulzer/ Silica dispersa
A3
Filtek™Z250 3M ESPE/ Microhibrida BisGMA/ Vidro de zirconia 84
BisEMA/UDMA Silica

A3
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Grupos experimentais
A viabilidade celular e a produgdo de citocinas foram avaliadas apds a exposicdo das

células as resinas compostas descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Grupos experimentais de acordo com o material
utilizado e fotopolimerizagao

Grupos Material

Kf Resina Composta Fotopolimerizada: Kalore™

Sf Resina Composta Fotopolimerizada: Filtek™ Silorane

Cf Resina composta Fotopolimerizada: Charisma®

Zf Resina Composta Fotopolimerizada: Filtek™ Z250

K Resina Composta ndo Fotopolimerizada: Kalore™

S Resina Composta ndo Fotopolimerizada: Filtek™ Silorane
C Resina Composta ndo Fotopolimerizada: Charisma®

Z Resina Composta ndo Fotopolimerizada: Filtek™Zz250

Como controle positivo, as células foram expostas ao lipopolissacarideo bacteriano
(LPS) de Escherichia coli (Lipopolisaccharide B £.coli 0111:B4 — Product number L4130 —
Sigma Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA) na concentragao de 10ng/ml (LPS 10) e 100ng/ml
(LPS 100) e como controle negativo, foram incubadas em meio de cultura DMEM
(Dulbecco ‘s Modiified Eagle Medium) incompleto (DMEM-i).

Preparo das amostras
O presente estudo foi realizado de acordo com as normas da International
Organization foi Standardization (ISO) n° 10993-5: 2009.

Pesagem da resina composta

Na auséncia de luz artificial, para evitar a fotopolimerizacdo, as resinas compostas
foram removidas das bisnagas com uma espatula esterilizada para resina numero 1,
colocada sobre grau cirlrgico esterilizado e pesada em balanca de precisao (PG 503-S,
Mettler Toledo®, Toledo, Ohio, EUA).

Concentragoes utilizadas
Diferentes concentracdes das resinas compostas foram utilizadas no intuito de
verificar a citotoxicidade e capacidade de estimular a produgao de citocinas. Sendo assim, as

concentragoes utilizadas foram: 80mg/ml, 40mg/ml, 20mg/ml, 10mg/ml, 5mg/ml.
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Obtengao da resina composta fotopolimerizada

Em seguida, alguns grupos foram fotopolimerizados a partir de dispositivo de luz LED
(Light-emitting diode — diodo emissor de luz, RADII-CAL SDI, Australia) com intensidade de
luz 1200 mW/cm2, no comprimento de onda 430-480nm. O tempo de fotopolimerizagao
utilizado para as resinas compostas foi, de acordo com as instrugdes do fabricante, de 20
segundos para cada incremento de resina composta (aproximadamente 20 mg).

Para o grupo nao fotopolimerizado, as resinas foram mantidas ao abrigo da luz até o

momento de utilizagao.

Preparo da cultura de células

Estudo em cultura de fibroblastos L929 - Avaliagdo da produgdo de citocinas

Os fibroblastos sdo as células predominantemente encontradas no tecido conjuntivo
frouxo (Katchburian e Arana, 2004) e sao importantes nas fases de reparacao e remodelacao
tecidual (Pan et al., 2006). Estas células sdo importantes para a producdo dos componentes
da matriz extracelular (Baxter et al., 2002).

Para esse estudo, foi utilizada a linhagem de fibroblasto L929 de camundongos,
previamente obtida da Colecdo Americana de cultura de células (ATCC American Type
Culture Collection, Rockville, MD, EUA). As células foram mantidas em nitrogénio liquido
(criopreservacao) em solucao de congelamento composta por meio DMEM suplementado
com 10% de Dimetilsulféxido (DMSO) e 90% de soro fetal bovino (SBF; Gibco, Carlsbad, CA,
EUA).

Inicialmente as células foram descongeladas, sendo o contetdo do tubo criogénico
transferido para um tubo Falcon contendo 10 ml do meio de cultura DMEM-c, suplementado
com 10% SBF e solucdo antibidtica de Gentamicina 10 mg/mL (Gibco, EUA) (Tabela 3). O
conteldo foi centrifugado a 1.500 rpm (rotacdes por minuto), por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 30 ml de meio DMEM-c. Para os
ensaios de estimulacao /in vitro as células foram descongeladas a temperatura ambiente e
expandidas em frascos de cultura celular de 750 cm?* mantidas em incubadora com controle
de temperatura e pressao em ambiente Umido a 37°C, em fluxo de 95% de ar e 5% de CO,,

Apds as células atingirem confluéncia, o meio DMEM-c das garrafas foi descartado
com o auxilio de uma pipeta soroldgica, sendo os frascos lavados com 30 ml de solucao de
salina fosfatada tamponada (PBS), a fim de remover debris e células mortas. Em seguida,
foram adicionados 30 ml de DMEM-c e as células que permaneceram nas superficies dos
frascos foram destacadas por meio de raspagem com rodos esterilizados (Cell Scraper,
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Corning Glass Workers, NY, EUA). O meio contendo as células foi entdo retirado e pipetado
em tubo falcon esterilizado de 50 ml. O frasco foi centrifugado, a 1.500 rpm, durante 10
minutos, para separacao das células do meio. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e 10ml de DMEM-c foi adicionado ao tubo contendo o pellet.

A contagem global de células foi efetuada na camara de Neubauer (BOECO Germany,
Hamburg, Alemanha) partindo-se da suspensdo de 100yl diluida 10 vezes em solucao de
azul de Trypan (Gibco, NY, EUA) para a contagem total do nimero de células viaveis. As
células foram entdo transferidas para placas de cultura de 96 pocos (Cell Wells, 25820,
Corning Glass Workers, NY, EUA), na densidade de 1x10° células/poco e incubadas overnight
em DMEM-c a 37°C, com 95% de ar e 5% de CO,.

Em seguida, as placas foram lavadas com PBS, os estimulos adicionados, e as células
incubadas em estufa 37°C, 5% CO, por 6, 12 e 24 horas. Assim, os sobrenadantes das
culturas foram coletados e armazenados a -20°C até o momento da quantificacdo de
citocinas pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA).

Tabela 3 - Composicdo do meio de cultura DMEM-c para
manutengao celular

Solucao DMEM Concentrada Proporcao
DMEM p6 (cat. 12100-038) (Gibco) 13,49
NAHCO; (bicarbonato de sodio) (Sigma) 3,79
Agua Milli Q L
Gentamicina 10 mg/mL (Gibco) 1:1.000
Soro Bovino Fetal 10%

Estudo em cultura de macrofagos RAW 264.7 - Avaliagdo da viabilidade celular e da
producdo de citocinas

Os macrdéfagos, células inflamatdrias, tém sua atividade relacionada as respostas
inflamatdrias inespecificas, bem como aos quadros especificos envolvendo resposta
imunoldgica com ativacao dos linfocitos. Ainda, apresentam fundamental importancia para a
reparacao tecidual e producdao de citocinas, tais como TNF-a e IL-1 a (Metzger, 2000;
Katchburian e Arana, 2004).

Para esse estudo, foi utilizada linhagem de macréfagos RAW 264.7 de camundongos,
previamente obtida da Colecao Americana de cultura de células (ATCC). As células foram
mantidas em nitrogénio liquido (criopreservacao) em solucao de congelamento composta por
meio DMEM suplementado com 10% de DMSO e 90% de SBF. Para os ensaios de

estimulacdo /n vitro as células foram descongeladas a temperatura ambiente e expandidas
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em frascos de cultura celular de 750 cm? (Corning Glass Workers , NY, EUA) em meio DMEM-
¢, a temperatura de 37°C, em estufa incubadora umidificada contendo 95% de ar e 5% de
CO,. Assim, ocorreu a proliferacdo dos macréfagos que, progressivamente, colonizaram a
superficie das garrafas, formando uma monocamada celular continua.

As células foram entdo transferidas para placas de cultura de 96 pogos (Cell Wells,
25820, Corning Glass Workers), na densidade de 1x10’ células/poco e incubadas overnight
em DMEM-c a 37°C, com 95% de ar e 5% de CO,.

Em seguida, as placas foram lavadas com PBS, os estimulos adicionados, e as células
incubadas em estufa 37°C, 5% CO, por 6, 12 e 24 horas. Assim, os sobrenadantes das
culturas foram coletados e armazenados a -20°C até o momento da quantificacdo de
citocinas por ELISA.

Experimento

Teste de Contato Indireto

Inicialmente, as resinas compostas testadas foram removidas da bisnaga, pesadas,
fotopolimerizadas ou nao, e inseridas diretamente nos pogos, sem a realizacao da incubacgao
prévia em meio de cultura. Entretanto, para que essas resinas compostas nao entrassem em
contato direto com as células plaqueadas e aderidas no fundo do poco da placa de cultura
em meio DMEM incompleto (DMEM-i) — meio de cultura sem suplementacao de SBF — foram
utilizados insertos com membranas (ou camaras transmembranicas), também conhecidos

como suportes permedveis Transwell® (Corning Incorporated, Corning, NY).

Teste de Extracdo

As resinas compostas testadas, nesta etapa, foram removidas da bisnaga, pesadas,
fotopolimerizadas ou nado, submetidas a um processo de desinfeccao e, em seguida,
incubadas em meio de DMEM-i durante 15, 45 e 120 dias. Assim, para a realizacao do
experimento, o meio de cultura contendo o extrato da resina composta foi utilizado para
avaliar a citotoxicidade e a producdo de citocinas. Nesse caso, nao houve necessidade da
utilizacao de inserto quando da colocacdo do estimulo na cultura de células, pois a resina
composta utilizada ndo era colocada diretamente sobre as células.

A desinfeccao das resinas compostas foi feita previamente a incubacdo das mesmas
em meio DMEM-i. Para tanto, foi preparado meio de cultura 10x mais concentrado com
antibidtico, que continha 500ul de Gentamicina (Gibco, EUA) e 5ml de Penicilina (Gibco,
EUA) e Estreptomicina (Gibco, EUA). Em seguida, as resinas compostas foram colocadas em
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placas de 12 pogos devidamente identificadas e adicionados 3ml do meio, de modo que o
material ficasse totalmente recoberto por essa solugao durante 30 minutos. Em seguida, a
solucao foi removida com auxilio de pipeta soroldgica e cada poco da placa lavado com 3 ml
de PBS e adicionados, entdo, 3ml/poco de meio DMEM-i. A resina composta e o meio DMEM-
i foram incubados a temperatura de 37°C, em estufa umidificada contendo 5% de CO,.

Viabilidade celular — Ensaio MTT

Uma suspensdo de macréfagos da linhagem RAW 264.7 foi ajustada para 1x10°
células/poco em 200uL de meio de cultura DMEM-c com 10% de SBF adicionado de
antibiotico. As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas a 37°C, 5% CO,
overnight para a adesdo. Apos este periodo, foi adicionado 100 pl de meio DMEM-i incubado
com as resinas compostas fotopolimerizadas e nao fotopolimerizadas incubadas por 15, 45
ou 120 dias. Apds, estas foram incubadas por 6, 12 e 24 horas e o meio de cultura
substituido por RPMI (Roswell Park Memorial Institut) incolor (RPMI-I, cat. 11835030,
500ml) (Gibco, EUA) contendo o corante MTT - Brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-
difenil-tetrazdlio a 0,5mg/mL (Ensaio Colorimétrico MTT Sigma M-5655) (Mosmann, 1983),
um sal que é reduzido por proteinases mitocondriais, as quais sao ativas apenas em células
vidveis (Mosmann, 1983). Assim, as células foram incubadas nas mesmas condicdes por 3
horas. Apos esse periodo, foi adicionado 50uL de SDS (Dodeci! sulfato de sodio) 20% em
0,01IN de HCl em cada poco e mantido a temperatura ambiente para a solubilizagao
completa do precipitado formado, para a posterior realizacdo da medida colorimétrica, em
espectofotometro. A absorbancia referente a cada pogo foi determinada no comprimento de
onda de 570nm (pQuanti, Bio-tek Instruments, Inc., Winooski, VT). A viabilidade celular nos
grupos Kf, Sf, Cf, Zf, K, S, C e Z foi expressa em porcentagem e comparada ao controle.

Producao de citocinas induzida por resinas compostas - Dosagem por Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA)

Para o ELISA para deteccao das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10, 100 pl da
solucdo contendo o anticorpo de captura diluido em 11 ml de PBS 1x, foram pipetados em
cada pogo das placas de 96 pogos. Assim, as placas foram recobertas com papel filme e
incubadas overnight. Apds a incubacao, as placas foram lavadas duas vezes em tampao de
lavagem com PBS contendo 0,05% de Tween 20 e o conteudo descartado na pia. Em
seguida, as placas foram lavadas em PBS 1x. O bloqueio das ligagdes inespecificas foi
realizado com tamp&o bloqueio, diluido em &gua livre de pirogénio (Milli-Q® Ultrapure Water
Purification, Millipore Corporate Headquarters, Billerica, EUA) incubando-se por 1 hora em
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temperatura ambiente. Para construcdo da curva-padrao foram utilizadas citocinas
recombinantes obtidas comercialmente (TNF-a, IL-6 ou IL-10). Apds a adicdo das amostras e
do padrdo, as placas foram incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente, e em
seguida, lavadas. A deteccao de citocinas foi realizada utilizando-se anticorpo de detecgao
anti-citocinas diluido em 11,5 mL de tampao bloqueio. As placas foram incubadas por 2
horas em temperatura ambiente. Apds as lavagens, as placas foram incubadas em
temperatura ambiente por 20 minutos com StreptAB kit™" (R & D Systems, MN, EUA) —
enzima estreptoavidina na proporcao 1:200 em tampao bloqueio. Apds as lavagens das
placas, 100ul do revelador foi adicionado (TMB reagente set) em cada pogo em ambiente
escuro. A reacao foi finalizada pela adicdo de 50 pl de uma solucdo de acido sulfurico 1N.
Foram utilizados anticorpos especificos (purificados e biotinilados) e proteinas
recombinantes, de acordo com instrucdes do fabricante (R & D Systems).

As concentracoes das citocinas foram determinadas em comparacdo as curvas-padrao
obtidas de valores conhecidos de TNF-a, IL-6 e IL-10 recombinantes de camundongos. A
leitura das densidades Optica (DO) foi determinada por meio da utilizacao de leitor de ELISA
(MQuantil, Bio-tek Instruments, Inc) em comprimento de onda de 450nm. O ensaio foi
realizado em duplicata e os resultados expressos em pg/ml.

Analise estatistica

Os dados numéricos foram analisados por meio do programa estatistico Graph Pad
Prism 4 (Graph Pad Software In., San Diego, Califérnia, EUA), utilizando o teste paramétrico
analise de variancia de uma via (One-way ANOVA) e o pds-teste de Tukey. O nivel de
significancia adotado foi de 5%.
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4 RESULTADOS

Teste de Contato Indireto — Ensaio de citocinas (TNF-a e IL-6)

Avaliagdo da expressdo de TNF-a e IL-6 em cultura de fibroblastos L929

Inicialmente avaliou-se a producdo das citocinas pré-inflamatdrias TNF-a e IL-6
por fibroblastos L929 de camundongos, cultivados em meio contendo diferentes
resinas compostas fotopolimerizaveis.

Observou-se, nesse estudo piloto, que os fibroblastos (L929) ndo produziram
TNF-a em niveis detectaveis apds 6, 12 e 24 horas da colocacdo dos estimulos em

contato indireto com as células.

Avaliagdo da expressdo de TNF-a e IL-6 em cultura de macrofagos RAW 264.7

Producdo de TNF-a
Os grupos Kf, K e S ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante

em relacdo ao controle apds 6, 12, e 24 horas de incubacdo (p > 0,05). Entretanto, o
grupo Sf apresentou menor producdo de TNF-a em relagao ao grupo controle apds 12
horas de incubagao (p < 0,05). Nos periodos de 6 e 24 horas, o grupo Sf nao
apresentou diferenca estatisticamente significante em relagao ao controle (p > 0,05).

Os grupos Kf e K ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante
entre si, bem como os grupos Sf e S ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significante entre si (p > 0,05) (Figura 1).

O LPS foi utilizado como controle positivo nas concentragdes de 10ng/ml ou
100ng/ml. Os grupos LPS 10 e LPS 100 apresentaram maior producao de TNF-a em
relagao ao controle apos 6, 12 e 24 horas de incubagao (p< 0,05) (Figura 1).

Producdo de IL-6
Nao houve producao detectavel de IL-6 apds estimulo com as resinas

compostas Kalore™ ou Filtek™ Silorane, fotopolimerizadas ou n3o, nos periodos
avaliados.

Os grupos LPS 10 e LPS 100 apresentaram diferenca estatisticamente
significante em relacdo ao controle, aumentando a producao de IL-6 apds 6, 12 e 24
horas (Figura 1).
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Figura 1 - Efeito das diferentes resinas compostas fotopolimerizaveis (Kalore™ fotopolimerizada — Kf,
Kalore™ — K, Filtek™ Silorane fotopolimerizada — Sf, Filtek™ Silorane — S) na liberagdo de TNF-
a e IL-6, em cultura de macrofagos da linhagem RAW 264.7 de camundongos, por meio do
Ensaio ELISA. Diferencas estatisticamente significantes em relagdo ao grupo controle
(macrdfagos incubados somente em meio de cultura) foram identificadas por meio de*.
ConcentragOes nado detectadas de citocinas foram identificadas por meio de “nd”. LPS 10 e LPS
100 correspondem a LPS na concentragdo de 10ng/ml e 100ng/ml, respectivamente.

Teste de Extracao — Avaliacao da Citotoxicidade

Tendo em vista que a linhagem de fibroblastos ndo respondeu aos estimulos
utilizados, nos experimentos seguintes foram utilizados macréfagos da linhagem RAW
264.7. Nestes experimentos, além das resinas compostas Kalore™ e Filtek™ Silorane
foram incluidas no estudo as resinas convencionais Charisma® e Filtek™ Z250 para
efeito de comparagao.

Foram avaliadas a citotoxicidade e a producdo das citocinas pré-inflamatdrias
(TNF-a e IL-6) bem como da expressdo de uma citocina anti-inflamatéria (IL-10), apds
estimulo das células com as resinas compostas fotopolimerizaveis e da exposicdo ao

LPS (estimulo pré-inflamatdrio). Nestes experimentos foram utilizadas diversas
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concentragdes das resinas compostas, a fim de definir a concentracdao ideal para
estimular a producdo de citocinas. As concentragcdes utilizadas foram: 80mg/ml,

40mg/ml, 20mg/ml, 10mg/ml e 5mg/ml.

Avaliagdo da viabilidade celular em cultura de macrofagos RAW 264.7, apds 15 dias de
extracdo das resinas Kalore™ e Filtek”™ Silorane

Considerando que as resinas compostas podem apresentar efeito citotdxico, por
contato direto ou indireto (Hanks et al., 1991; Geurtsen et al., 1998; Wataha et al.,
1999; Bouillaguet et al., 2000; Geurtsen, 2000; Kleinsasser et al., 2004; Schweikl et
al., 2005; Becher et al., 2006; Kleinsasser et al., 2006; Goldberg, 2008; Wisniewska-
Jarosinska et al., 2011; Kuan et al., 2012), em diversos tipos celulares, foi investigada
a viabilidade celular por meio do ensaio de MTT.

Os resultados de viabilidade celular mostraram que as resinas Kf e K em todas
as concentrac0es nao apresentaram citotoxicidade em cultura de macréfagos, sendo
essas semelhantes estatisticamente ao controle (p > 0,05), nos periodos de 6 e 12
horas. Entretanto, as resinas Kf e K em todas as concentragdes utilizadas
apresentaram diferenca estatisticamente significante em relagdo controle, reduzindo a
viabilidade celular, em torno de 20% no periodo de 24 horas (p < 0,05) (Figura 2).

Os resultados obtidos demonstraram que a resina Sf nas concentragdes 80, 40
e 20 nado apresentaram citotoxicidade, sendo semelhantes estatisticamente ao controle
(p > 0,05), nos periodos de 6, 12 e 24 horas. Entretanto, a resina S, em todas as
concentragdes utilizadas, apresentou diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao controle, diminuindo a viabilidade celular em torno de 20% e 40%, nos

periodos de 12 e 24 horas, respectivamente (p < 0,05) (Figura 2).
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Figura 2 - Efeito das diferentes concentracdes das resinas (Kalore™ fotopolimerizada — Kf, Kalore™ - K,
Filtek™ Silorane fotopolimerizada — Sf, Filtek™ Silorane — S) em cultura de células de
macréfagos da linhagem RAW 264.7 de camundongos por meio do Ensaio de MTT, apds 15
dias de extragdo. Diferencas estatisticamente significantes em relagdo a grupo controle
(macrdéfagos incubados somente em meio de cultura) foram identificadas por meio de*.
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Avaliagdo da viabilidade celular em cultura de macrofagos RAW 264.7, apds 15 dias de
extracdo com as resinas Charisma® e Filtek™ Z250

Os resultados obtidos demonstraram que as resinas Cf e C apresentaram
citotoxicidade, diminuindo a viabilidade celular, em torno de 20%, no periodo de 6
horas (p < 0,05) (Figura 3). Nos periodos de 12 e 24 horas as resinas nao
apresentaram citotoxicidade estatisticamente diferente do controle (p > 0,05).

As resinas compostas Zf e Z nao se apresentaram tdxicas a cultura de células,
sendo essas semelhantes estatisticamente ao controle, nos periodos de 6, 12 e 24
horas (p > 0,05) (Figura 3).
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Figura 3 -

Efeito das resinas compostas fotopolimerizaveis (Charisma® fotopolimerizada — Cf,
Charisma® — C, Filtek™ Z250 fotopolimerizada, Filtek™ 7250 — Z) em cultura de
células de macréfagos da linhagem RAW 264.7 de camundongos por meio do
Ensaio de MTT, apds 15 dias de extragdo. Diferencas estatisticamente significantes
em relagdo a grupo controle (macréfagos incubados somente em meio de cultura)
foram identificadas por meio de*.
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Avaliagdo da viabilidade celular em cultura de macrofagos RAW 264.7, apds 45 dias de
extracdo com a resina Kalore™, Filtek™ Silorane e Filtek™ Z250

Apds a padronizacdo da concentracdo, os experimentos seguintes foram
realizados com a concentragdo de 20mg/ml de resina composta fotopolimerizavel.
Como nao houve diferenca na citotoxicidade induzida pelas resinas compostas

convencionais Charisma® e Filtek™

Z250 apds o periodo minimo de 24 horas de
incubacao recomendado pela ISO 10993-5, os experimentos seguintes foram
realizados comparando-se as resinas Kalore™ e Filtek™ Silorane com a resina Filtek™
Z250.

Os resultados de viabilidade celular obtidos mostraram que as resinas
compostas Kf, K, Zf, Z ndo se apresentaram toxicas a cultura de células, sendo essas
semelhantes estatisticamente ao controle, no periodo de 6, 12 e 24 horas. Por outro
lado, os grupos Sf e S apresentaram diferenca estatisticamente significante em relagao
ao controle, nos periodos de 6 e 24 horas, apresentando diminuicdo na viabilidade das

células, em torno de 20% (p < 0,05) (Figura 4).
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Figura 4 - Efeito das resinas compostas (Kalore™ fotopolimerizada — Kf, Kalore™ — K, Filtek™ Silorane
fotopolomerizada — Sf, Filtek™ Silorane — S, Filtek™ Z250 fotopolimerizada — Zf, Filtek™ Z250
— Z) em cultura de células de macrofagos da linhagem RAW 264.7 de camundongos por meio
do Ensaio de MTT, apds 45 dias de extracdo. Diferencas significantes em relagdo ao grupo
controle (macréfagos incubados somente em meio de cultura) foram identificadas por meio
de*.
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Avaliagdo da viabilidade celular em cultura de macrofagos RAW 264.7, apds 120 dias
de extracdo com a resina Kalore™, Filtek™ Silorane e Filtek™ Z250

Os resultados obtidos mostraram que, nos periodo das 6, 12 e 24 horas, 0s
materiais ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante em relacao ao
controle (p > 0,05). Dessa forma, pode-se inferir que os materiais ndo se
apresentaram toxicos a cultura de células, como observado pelo Ensaio de MTT (Figura
5).
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Figura 5 - Efeito das resinas compostas (Kalore™ fotopolimerizada - Kf, Kalore™ - K, Filtek™ Silorane
fotopolimerizada — Sf, Filtek™ Silorane — S, Filtek™ Z250 fotopolimerizada — Zf, Filtek™
Z250 - Z) em cultura de células de macréfagos da linhagem RAW 264.7 de camundongos por
meio do Ensaio de MTT, apds 120 dias de extracdo. Ndo foram observadas diferencas
significantes em relagdo ao grupo controle (macréfagos incubados somente em meio de
cultura).
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Teste de Extracao — Ensaio de citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-10)

Avaliacdo da expressdo de TNF-a, IL-6 e IL-10 por macrofagos RAW 264.7, apos 15
dias de extracdo com a resina Kalore™

Producdo de TNF-a

Como demonstrado na Figura 6, o estimulo das células com as resinas K 80, K

40, K 20, K 10, Kf 80, Kf 10, Kf 5 apresentou diferenca estatisticamente significante
em relacdo ao controle, aumentando a produgao de TNF-a apos 6 horas de incubacdo
(p < 0,05). O grupo K 80 apresentou diferenca estatisticamente significante em
relagao ao controle, aumentando a producao de TNF-a apos 12 horas de incubacdo (p
< 0,05). Os grupos K 80, K 40 apresentaram diferenca estatisticamente significante em
relagdo ao controle, aumentando a producdo de TNF-a apds 24 horas de incubagcao,
enquanto o grupo Kf 20 apresentou diferenca estatisticamente significante em relagao
ao controle, diminuindo a producao de TNF-a apds 24 horas de incubacdo (p < 0,05).

No periodo de 6 horas, os grupos Kf 80 e K 80, Kf 40 e K 40, Kf 20 e K 20, Kf
10 e K 10 apresentaram diferenca estatisticamente significante entre si (p < 0,05), de
modo que os grupos fotopolimerizados inibiram a producdao de TNF-a em relacdo aos
grupos nao fotopolimerizados.

Producao de IL-6

Nao houve producdo detectavel de IL-6 apds estimulo com Kf ou K, nas

diferentes concentracdes, nos periodos avaliados.

Producdo de IL-10

Apds a andlise estatistica, pode-se inferir que os grupos K 20 e Kf 5

apresentaram diferenca estatisticamente significante em relacdo ao controle apés 12
horas de incubacdo (p < 0,05), estimulando a producao de IL-10. Nos periodos das 6
e 24 horas os grupos ndao apresentaram diferenca estatisticamente significante em
relagdo ao controle (p > 0,05) (Figura 6).
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Figura 6 - Efeito das diferentes concentragdes das resinas compostas fotopolimerizaveis (Kalore™
fotopolimerizada — Kf, Kalore™ — K) na liberacdo de TNF-a e IL-10 em cultura de
células de macrofagos da linhagem RAW 264.7 de camundongos, por meio de ELISA,
apos 15 dias de extracdo. Diferencas estatisticamente significantes em relagao a grupo
controle (macréfagos incubados somente em meio de cultura) foram identificadas por

meio de*.
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Avaliacdo da expressdo de TNF-a, IL-6 e IL-10 por macrofagos RAW 264.7, apos 15
dias de extracdo com a resina Filtek™ Silorane

Producdo de TNF-a

Como demonstrado na Figura 7, o estimulo das células com os materiais dos

grupos S e Sf ndao apresentou diferenca estatisticamente significante em relagdao ao
controle apds 6 e 12 horas de incubacdo (p > 0,05). Entretanto, o estimulo das células
com as resinas S 80, S 40, S 20, S 10, S 5, Sf 40, Sf 20 e Sf 5 apresentou diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao controle, diminuindo a producao de TNF-a
apds 24 horas de incubacdo (p < 0,05).

Producao de IL-6

Nao houve producao detectdvel de IL-6 apds estimulo com Sf ou S, nas

diferentes concentracdes, nos periodos avaliados.

Producdo de IL-10

Os grupos Sf e S ndao apresentaram diferenca estatisticamente significante em

relagao ao controle apos 6, 12 e 24 horas de incubagao (p > 0,05).
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Figura 7- Efeito das diferentes concentracdes da resina composta fotopolimerizavel (Filtek™

Silorane fotopolimerizada - Sf, Filte

Silorane — S) na liberacdo de TNF-a e IL-10 em

cultura de células de macrofagos da linhagem RAW 264.7 de camundongos, por meio
de ELISA, apds 15 dias de extracdo. Diferencas estatisticamente significantes em
relacdo a grupo controle (macrdéfagos incubados somente em meio de cultura) foram

identificadas por meio de*.
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Avaliacdo da expressdo de TNF-a, IL-6 e IL-10 em cultura de macrofagos RAW 264.7,

apds 15 dias de extracdo com a resina Charisma®

Producdo de TNF-a
Como demonstrado na Figura 8, o estimulo das células dos grupos C 20 e Cf 20

apresentou diferenca estatisticamente significante em relacdo ao controle apds 6, 12 e
24 horas de incubacgao, diminuindo a producao de TNF-a (p < 0,05).

Producado de IL-6
Nao houve producdo detectavel de IL-6 apds estimulo com Cf ou C nos

periodos avaliados.

Producdo de IL-10
Os grupos nao apresentaram diferenga estatisticamente significante em relagao

ao controle apos 6, 12 e 24 horas de incubacao, produzindo IL-10 em concentracdes

semelhantes (p > 0,05).

A Figura 8 apresenta os resultados da liberacao de TNF-a e IL-10 para a resina

Charisma® na concentracdo de 20 mg/ml.
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Figura 8-

Efeito da resina composta fotopolimerizavel (Charisma® fotopolimerizada - Cf,
Charisma® - C) na liberacdo de TNF-a e IL-10 em cultura de células de macréfagos da
linhagem RAW 264.7 de camundongos, por meio de ELISA, apds 15 dias de extracdo.
Diferencas estatisticamente significantes em relacdo a grupo controle (macréfagos
incubados somente em meio de cultura) foram identificadas por meio de*.
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Avaliacdo e da expressdo de TNF-a e IL-6 em cultura de macrofagos RAW 264.7, apos
15 dias de extraco com a resina Filtek™ Z250

Producdo de TNF-a
Os grupos Zf e Z nao apresentaram diferenca estatisticamente significante em

relacao ao controle apos 6, 12 e 24 horas de incubagao (p > 0,05).

Producdo de IL-6
Nao houve producdo detectavel de IL-6 apos estimulo com Zf e Z nos periodos

avaliados.

A Figura 9 apresenta os resultados da liberacdo de TNF-a para a resina Filtek™

Z250 na concentragao de 20 mg/ml.
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Figura 9 - Efeito da resina composta fotopolimerizavel (Filtek™ Z250 fotopolimerizada — Zf, Filtek™ Z250
— Z) na liberagdo de TNF-a, em culturas de células de macréfagos da linhagem RAW 264.7 de
camundongos, por meio de ELISA, apds 15 dias de extragao. Nao foram observadas diferencas
significantes em relagdo ao grupo controle (macréfagos incubados somente em meio de
cultura).
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Avaliacdo da expressdo de TNF-a, IL-6 e IL-10 em cultura de macrofagos RAW 264.7,
apos 45 dias de extracdo com as resinas Kalore™, Filtek™ Silorane e Filtek™ 2250

Producdo de TNF-a
O estimulo dos grupos Kf, K, Sf, S, Zf e Z ndo apresentou diferenca

estatisticamente significante em relagdo ao controle apds 6, 12 e 24 horas de
incubacao (p > 0,05).
Produgdo de IL-6

Houve aumento na liberacdo de IL-6 apds 6 horas de incubagao com o estimulo

com Sf e S (p < 0,05). Entretanto, ambos os grupos ndao apresentaram diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle apds 12 e 24 horas de

incubacao (p > 0,05).

Producdo de IL-10
O grupo Kf apresentou diferenga estatisticamente significante em relagdao ao

controle apds 12 horas de incubacdo, diminuindo a producdo de IL-10 (p < 0,05).
Entretanto, os demais grupos nao apresentaram diferenca estatisticamente significante
em relacao ao controle apds 6 e 24 horas (p > 0,05).

No periodo de 12 horas, os grupos K e Kf apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre si, de modo que o grupo fotopolimerizado inibiu a
producao de IL-10 em relagdo ao grupo nao fotopolimerizado (p < 0,05) (Figura 10).

A Figura 10 apresenta os resultados da liberacao de TNF-a, IL-6, IL-10 para as

diferentes resinas compostas avaliadas.
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Figura 10 - Efeito das resinas compostas fotopolimerizaveis (Kalore™ fotopolimerizada - Kf,
Kalore™ — K, Filtek™ Silorane fotopolimerizada — Sf, Filtek™ Silorane — S, Filtek™
Z250 fotopolimerizada — Zf, Filtek™ Z250 — Z) na liberacdo de TNF-a, IL-6 e IL-10,
em cultura de células de macrofagos da linhagem RAW 264.7 de camundongos, por
meio de ELISA, apds 45 dias de extracdo. Diferencas estatisticamente significantes
em relagdo a grupo controle (macréfagos incubados somente em meio de cultura)
foram identificadas por meio de*.

Avaliacdo da expressdo de TNF-a, IL-6 e IL-10 em cultura de macrofagos RAW 264.7,
apos 120 dias de extracdo com as resinas Kalore™, Filtek™ Silorane e Filtek” Z250

Producdo de TNF-a

Os grupos Kf, K, Sf, S, Zf e Z ndo apresentaram diferenca estatisticamente

significante em relacdao ao controle apds 6 e 24 horas de incubacdo (p > 0,05).
Entretanto, o grupo K apresentou diferenca estatisticamente significante em relacao ao
controle apds 12 horas de incubacdo, aumentando a producdo de TNF-a (p < 0,05).

Producao de IL-6

Os grupos nao apresentaram diferenca estatisticamente significante em relacao

ao controle apos 6, 12 e 24 horas de incubacao (p > 0,05).
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Producdo de IL-10

Nao houve produgao detectavel de IL-10 apds estimulo com os grupos Kf, K,
Sf, S, Zf e Z nos periodos avaliados.

A Figura 11 apresenta os resultados da liberacdo de TNF-a e IL-6 para as
diferentes resinas compostas avaliadas.
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Figura 11 - Efeito das resinas compostas fotopolimerizaveis (Kalore™ fotopolimerizada - Kf, Kalore™ - K,
Filtek™ Silorane fotopolimerizada — Sf, Filtek™ Silorane — S, Filtek™ Z250 fotopolimerizada —
Zf, Filtek™ Z250 - Z) na liberagdo de TNF-a e IL-6 em cultura de células de macréfagos da
linhagem RAW 264.7 de camundongos, por meio de ELISA, apds 120 dias de extragao.
Diferencas estatisticamente significantes em relagdo a grupo controle (macréfagos incubados
somente em meio de cultura) foram identificadas por meio de*.
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5 Discussio

O amadlgama dental e a resina composta dental sdo os materiais mais utilizados
quando da realizacdo de restauracdes diretas em dentes posteriores, em areas que
incidem alta forga mastigatoria (Burke et al., 2001; Mitchell et al., 2007). No entanto,
0 uso do amalgama dental, liga que contém prata, mercurio e estanho, vem sendo
gradualmente diminuido na Odontologia Restauradora, devido as demandas estéticas,
a preocupacdo com o0s riscos provenientes do merclrio, assim como ao
desenvolvimento da Odontologia minimamente invasiva em que o objetivo € a menor
remogao possivel de tecido mineralizado sadio (Hickel & Manhart, 2001; Burke, 2003;
Ricketts & Pitts, 2009; Radz, 2013).

Nesse sentido, as resinas compostas vém popularizando-se, como material
restaurador, no meio odontoldgico ha mais de 40 anos. As restauragdes com resinas
compostas diretas em cavidades posteriores foram indicadas inicialmente em 1996, e
gradativamente vem aumentando em proporcdo em relacdo ao amalgama, sendo
esses excedidos a partir de 2003 (Rho et al., 2013). Desde o advento das resinas
compostas, melhorias nas propriedades mecanicas e quimicas vém ocorrendo visando
principalmente a reducao na contracao de polimerizacao (Eick et al., 2005; Rodrigues
Junior et al., 2008; Naoum et al., 2012). Entretanto, para a aplicacdo clinica desses
materiais, é imprescindivel a verificacdo da compatibilidade bioldgica dos mesmos, a
partir da realizagao de testes laboratoriais demostrando a sua nao toxicidade (Phillips,
1991; Wataha, 2012).

Em termos gerais, a compatibilidade bioldgica de uma determinada substancia
deve ser avaliada em niveis de complexidade, partindo-se dos estudos laboratoriais /n
vitro, experimentos em animais e, por ultimo, testes de uso /in vivo, principalmente
quando essas substancias mantém intimo contato com os tecidos (Wataha, 2012).
Nesse sentido, a eleicdo do modelo experimental, no presente estudo, foi o cultivo
celular haja vista a auséncia de estudos avaliando os efeitos citotdxicos na resina
composta Kalore™.

Segundo as recomendagdes da ISO 10993-5 (2009), a avaliacdao da toxicidade
de produtos odontolégicos pode ser realizada por contato direto, indireto ou pelo
método da extracao. No contato direto, o material é colocado diretamente em contato
com as células, ao passo que no contato indireto o material é colocado em contato
com as células por meio da difusao em agar ou filtros Millipore. Ainda, o teste que

utiliza extratos, é realizado a partir da incubacao prévia do material em um solvente.
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Neste estudo foram utilizados os métodos de contato indireto e de extragao, visando
simular a situacdo clinica /n vivo. Para o método de extracao, as resinas compostas
foram incubadas em meio de cultura DMEM-incompleto, a temperatura de 37°C, por
15, 45 e 120 dias.

A nao utilizacdo, no presente estudo, do método de contato direto para
avaliacdo da citotoxicidade deve-se ao fato de que o contato direto de corpos-de-prova
obtidos dos materiais pode causar inibicdo do crescimento celular decorrente do
contato fisico e ndo das substancias toxicas liberadas (Vasington et al., 1967). Ainda,
as resinas compostas nao sao indicadas para serem colocadas diretamente sobre o
tecido pulpar (Assed, 2005).

Os testes de citotoxicidade sao bastante utilizados (de Azevedo et al., 2003;
Cavalcanti et al., 2006) visando simular /n vitro 0s processos que ocorrem /n Vivo.
Apesar de as células cultivadas nao sofrerem as mesmas influéncias fisioldgicas que
sofreriam no tecido pulpar, por exemplo, este método de avaliagao preliminar de
toxicidade é recomendado. A resposta de um tipo celular especifico a determinados
produtos pode ser investigada neste tipo de abordagem experimental (Schmalz, 1994).

Neste estudo foram utilizadas as linhagem de fibroblastos de L929 e de
macrofagos RAW 264.7, obtidos de camundongos. A selecdo da linhagem de
fibroblastos deve-se ao fato dessas células serem as mais abundantes na regido
central do tecido pulpar (Katchburian e Arana, 2004). Os macréfagos, por outro lado,
sdo células tipicas do sistema imune, importantes por desempenharem fungOes
relacionadas a imunidade inata e a producdao de mediadores inflamatdrios como IL-1a
e TNF-a (Metzger, 2000; Katchburian e Arana, 2004).

Embora as resinas compostas ndao sejam colocadas diretamente sobre o tecido
pulpar, sabe-se que o monémero residual, particularmente na dependéncia do periodo
de exposicao, pode ser liberado (Schweikl et al., 2006; Brackett et al., 2007; Chang et
al., 2010; Schmalz et al., 2011; Pieroni-Grecca, 2013) e atingir o tecido conjuntivo
pulpar (Trowbridge, 1984; Katchburian e Arana, 2004). A avaliacdo da compatibilidade
bioldgica das resinas compostas é de fundamental importancia, tendo em vista que a
dentina e a polpa sdao considerados dois tecidos intimamente relacionados,
constituindo o complexo dentino-pulpar, que possuem origem embrionaria, relacao
topografica e funcdo comuns (Mjor, 1983; Katchburian e Arana, 2004; Mjo6r, 2009,
Queiroz, 2011). Todo o complexo dentino-pulpar pode ser atingido quando as resinas
compostas sao colocadas em cavidades profundas, pois nas proximidades do tecido
pulpar de 20 a 39% do volume total da dentina correspondem aos tubulos dentinarios
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(Trowbridge, 1984; Katchburian e Arana, 2004). Nesta regido, além de mais
numerosos, o didmetro dos tdbulos é maior, variando entre 2,5 e 3,0 pm,
diferentemente dos tubulos dentinarios na periferia (Garberoglio e Bastrom, 1976;
Mjor, 1983; Katchburian e Arana, 2004).

Dessa maneira, é valido ressaltar que a citotoxicidade de um material é
também dependente da espessura e da permeabilidade da dentina residual, ja que
determinam a quantidade de difusao de uma substancia para o interior da polpa
(Bouilliaguet et al., 2000; Murray et al., 2001; Duque et al., 2006; Queiroz, 2011). Os
materiais restauradores usualmente sdo irritantes ao tecido pulpar, especialmente
guando o remanescente dentindrio apresenta espessura inferior a 0,5 mm (Stanley,
1992), ao passo, que quando esse remanescente dentindrio apresenta espessura igual
ou superior a 1,0 mm foi capaz de proteger a polpa dos efeitos citotdxicos desses
materiais (Pameijer et al., 2010; Queiroz, 2011).

Em particular, os monémeros ndo polimerizados das resinas compostas
odontoldgicas podem ser liberados a partir da matriz de resina e, assim, gerar resposta
inflamatdria no tecido pulpar de intensidade variavel (Spahl et al., 1998; Lee et al.,
2006). Além disso, o contato das resinas compostas em restauracdes extensas de
Classe V e Classe II com o tecido gengival tem provocado sido relatado como causa de
gengivite localizada (Stanley, 1992; Tadin et al., 2013).

Pelo exposto, o presente estudo avaliou o efeito citotdxico de algumas resinas
compostas, com e sem fotopolimerizacao, no intuito de verificar a capacidade tanto da
resina como de mondmeros ndo polimerizados alterarem a viabilidade celular e
estimularem a producao de citocinas. Diversos estudos prévios investigaram a
toxicidade de monomeros isoladamente em diversos tipos celulares (Geurtsen et al.,
1998; Rathbun et al., 1999; Wataha et al., 1999; Bouillaguet et al., 2000; Geurtsen,
2000; Kleinsasser et al., 2004; Schweikl et al., 2005; Becher et al., 2006; Kleinsasser
et al., 2006; Goldberg, 2008; Chang et al., 2010; Wisniewska-Jarosinska et al., 2011;
Kuan et al., 2012), entretanto, esta avaliacdo de monomeros isolados ndo reproduz
fidedignamente o modo de utilizagdo desses materiais rotineiramente na clinica, que
consiste na sua forma polimerizada, ou seja, ha forma de resina composta.

Estudos prévios avaliaram o tempo de fotopolimerizacdo das resinas compostas
e a viabilidade celular, e observaram que quanto maior o tempo de fotopolimerizagao,
maior o grau de conversdo do monémero e menor a toxicidade do material testado
(Caughmann et al., 1991; Stanley, 1992; Aranha et al., 2010). Ainda, foi relatado que
a resposta pulpar € mais intensa em cavidades profundas quando a polimerizacdo
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incompleta da resina permite maior concentracdo de monomeros residuais ao redor do
tecido pulpar (Rakich et al., 1999).

No presente estudo, os resultados obtidos mostraram que a resina Filtek™
Silorane fotopolimerizada, nas concentragdes de 80, 40 e 20 mg/ml ndo apresentou
citotoxicidade por meio do Ensaio de MTT, sendo essas semelhantes estatisticamente
ao controle, nos periodos de 6, 12 e 24 horas, ap6s 15 dias de extracdo dos
componentes dessas resinas. Entretanto, a mesma resina, nao fotopolimerizada, em
todas as concentragoes utilizadas, apresentou diferencas estatisticamente significativas
em relacao ao controle, diminuindo a viabilidade celular, em torno de 20% e 40%, nos
periodos de 12 e 24 horas respectivamente. Aos 45 dias da extracdo foi observada
reducdo da viabilidade celular com a resina Filtek™ Silorane na concentracdo de
20mg/ml, 6 e 24 horas apds a incubacdo com as células. Por outro lado, apds 120 dias
de extracao, as resinas nao se apresentaram citotdxicas.

A resina Filtek™ Silorane apresenta um sistema monomérico inovador obtido a
partir da reacdo de moléculas de siloxane e oxirane. Estas resinas a base de silorane
tém apresentado propriedades fisicas satisfatdrias quando comparadas as resinas a
base de metacrilato (Ilie e Hickel, 2011b). Em estudo prévio foi verificado que a resina
Hermes (3M/ESPE), livre de metacrilato e precursora da resina Filtek™ Silorane,
apresentou baixa citotoxicidade para fibroblastos 3T3, quando comparadas as resinas
a base de metacrilato (Brackett et al., 2007). In vivo, a resina composta Filtek™
Silorane apresentou compatibilidade tecidual, apds a implantacao no tecido conjuntivo
subcutdneo de camundongos (Ruiz-de-Castareda et al., 2011) e ndao causou alteracdes
nos tecidos pulpar e periapical apos restauragao de cavidades profundas em dentes de
caes (Ruiz-de-Castafieda et al., 2013).

Entretanto, os nossos achados revelaram que a resina Filtek™ Silorane foi
citotdxica, in vitro, sobre macréfagos RAW 264.7 de camundongos, principalmente
quando a resina nao havia sido fotopolimerizada, uma vez que houve reducao da
viabilidade celular, de 20% a 40%. A possivel diferenca entre a citotoxicidade
observada no presente estudo e a compatibilidade satisfatoria obtida em outros
estudos do nosso grupo de pesquisa (Ruiz-de-Castafieda et al., 2011, 2013) pode ser
devido a fotopolimerizacdo incompleta ou completa da resina composta,
respectivamente. E importante ressaltar, também, que a resposta obtida /n vivo é
orquestrada por diversos tipos celulares, diferentemente do que acontece em um

experimento /n vitro.
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A resina composta Kalore™, & base de um novo mondmero de metacrilato, o
DX-511, apresenta resultados clinicos e mecénicos satisfatdrios (Kalore™ GC FUJI,
2009; Terry et al., 2009). Entretanto, ha somente um estudo publicado na literatura
que enfoca os efeitos biolégicos dessa resina, que verifica as possiveis alteragdes no
DNA de células epiteliais, apds a exposicao a resina composta de restauragoes Classe V
(Tadin et al., 2013). Embora nao tenha sido avaliada a genotoxicidade dos materiais
no presente estudo, nossos resultados mostraram que a resina Kalore™ apresentou
efeitos citotoxicos 24 horas apds exposicdo ao extrato da resina incubada por 15 dias.
Por outro lado, a exposicao ao extrato da resina incubada por 45 e 120 dias nao
apresentou efeitos citotoxicos sobre os macrofagos.

Ainda, o efeito citotdxico de dois materiais restauradores fotopolimerizaveis
com e sem Bis-GMA (Clearfil Majesty Posterior e Clearfil Majesty Flow,
respectivamente) foi observado em fibroblastos NIH-3T3 quando colocados em contato
direto com as células (Ausiello et al., 2013). Embora, o presente estudo tenha sido
realizado a partir do contato indireto com as células, nossos resultados também
evidenciaram morte celular quando da incubacdo de macréfagos RAW 264.7 com a
resina Kalore™ e com a resina a base de Silorane. Embora o mecanismo de morte
celular n3o tenha sido explorado neste estudo, em estudo prévio foi demonstrado que
as resinas Filtek™ Silorane e de Filtek™ Supreme XT induziram a apoptose de
queratindcitos humanos (Schulz, 2012).

Nossos resultados evidenciaram que embora as resinas convencionais Filtek™
Z250 e Charisma® sejam a base de metacrilato, foi observada diferenca na viabilidade
celular em contato com compdsitos que ndo pode ser atribuida a composicao da matriz
organica dessas resinas compostas, que é constituida de Bis-GMA/Bis-EMA/UDMA e
Bis-GMA/TEGDMA, respectivamente, uma vez que observaram um aumento na
citotoxicidade dos mon6meros na seguinte ordem: Bis-GMA>UDMA>TEGDMA>HEMA
(Urcan et al., 2010).

Estudos em cultura de células tém mostrado que os mondmeros dimetacrilatos
podem provocar, em concentragdes subtdxicas, um aumento da expressao de citocinas
(Gregson et al., 2008), ou quando tdxicos, inibirem a secrecao de citocinas como TNF-
a e IL-1B, indicando que podem ser prejudiciais a resposta inflamatdria ao alterar uma
das principais funcdes dos macréfagos (Rakich et al., 1998, 1999). Nesse sentido,
qualquer substancia que é capaz de aumentar ou suprimir a capacidade do macréfago

para secretar mediadores inflamatdrios representa um risco em um ambiente em que a
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cura bem sucedida requer a fungao normal do macréfago (Metzger, 2000; Katchburian
e Arana, 2004).

Nossos resultados demonstraram que as resinas Kalore™, fotopolimerizada ou
ndo, no periodo de 15 dias de extracdo, apresentaram-se toxicas a cultura de
macrofagos RAW 264.7 e estimularam a producdo de TNF-a. Estes resultados
divergem de achados prévios que revelaram que os monGmeros resinosos, ao reduzir a
atividade das mitocondrias nas células, alteraram a capacidade de resposta
inflamatdria de macroéfagos, suprimindo a secrecdo de citocinas como TNF-a induzida
por LPS (Rakich et al., 1998; Rakich et al., 1999).

Com relacdo a producdo de outras citocinas inflamatdrias, a resina Filtek™
Silorane, fotopolimerizada ou ndo, no periodo de 45 dias de extracao, estimulou a
producao de IL-6 em células RAW 264.7 e apresentou-se citotdxica. Entretanto, no
periodo de 15 dias, ndao houve producdo detectavel de IL-6 e aos 120 dias os grupos
nao apresentaram diferenca estatisticamente significante em relacdao ao controle.

Ainda, a resina Kalore™, diferentemente da resina Filtek™ Silorane, estimulou a
producao de IL-10, aos 15 dias de extragdo. Entretanto, no periodo de 45 dias de
extracdo, a resina Kalore™ fotopolimerizada inibiu a producdo de IL-10, apds 12 horas
de incubacao e aos 120 dias de extracdo nao houve producao detectavel de IL-10 em
nenhum dos grupos avaliados.

Os extratos das resinas compostas Charisma® e Filtek™ Z250, obtidos aos 15,
45 e 120 dias de incubagao, nao foram citotdxicos 24 horas apds a estimulacdo das
células, pois a porcentagem de viabilidade celular se manteve similar ao controle.

Contudo, estudos adicionais em outros niveis de investigagdo e em periodos
mais longos de observacdo, incluindo estudos /7 vivo e estudos clinicos em dentes
higidos e com lesdes de cérie, devem ser realizados com a finalidade de fornecer
suporte ao uso clinico das resinas compostas a base de metacrilato convencional,

modificada ou livre de metacrilato.
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6 ConcLusko

Considerando as condicdes especificas deste trabalho, com base na

metodologia empregada e nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

v' A produgao de TNF-a e IL-6 nado foi detectada em fibroblastos da
linhagem L1929, apds 6, 12 e 24 horas de contato indireto com as
resinas compostas Kalore™ e Filtek™ Silorane. Por outro lado, a
producao de TNF-a foi detectada em macréfagos da linhagem RAW
264.7, mas nao foi influenciada pelo contato indireto com as resinas
compostas, com excecdo da resina Filtek™ Silorane que inibiu a
producao de TNF-a, apds 12 horas de incubacao.

v Em cultura de macréfagos RAW 264.7 de camundongos, os extratos das

k™ Silorane incubadas por 15 dias,

resinas compostas Kalore™ e Filte
foram mais citotdxicos do que os extratos incubados por 45 e 120 dias.
A citotoxicidade da resina composta Kalore™ ndo foi influenciada pela
fotopolimerizagdo enquanto a citotoxicidade da resina Filtek™ Silorane
foi maior no grupo nao fotopolimerizado. Os extratos das resinas
compostas Charisma® e Filtek™ 7250, obtidos aos 15, 45 e 120 dias de
incubacdo, ndo foram citotoxicos 24 horas apds a estimulagao das
células.

v’ Em cultura de macréfagos RAW 264.7 de camundongos, a resina
Kalore™, fotopolimerizada ou n3o, além de citotdxica, estimulou a
producao de TNF-a, aos 15 dias da extracdo. No mesmo periodo, a

k™ Silorane ndo fotopolimerizada foi citotdxica, mas ndo

resina Filte
houve alteracdo significante na producao de TNF-a. Ainda, a resina
Filtek™ Silorane, fotopolimerizada ou ndo, estimulou a producdo de IL-6
no periodo de 45 dias de extracao.

v A resina Kalore™, diferentemente da resina Filtek™ Silorane, estimulou
a producao de IL-10, aos 15 dias de extracao. Entretanto, no periodo de
45 dias de extracdo, a resina Kalore™ fotopolimerizada inibiu a producdo
de IL-10, ap6s 12 horas de incubagao e aos 120 dias de extracdo nao

houve producdo detectavel de IL-10 em nenhum dos grupos avaliados.
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