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RESUMO

Visa a determinar em quais concentragdes o adesivo dental Prime e
Bond 2.1 (P&B) (Dentisply) promove citotoxidade em culturas celula-
res e a verificar a importancia do mecanismo de reparo por
recombinacéo e excisdo em lesdes causadas pelo P&B no acido
desoxirribonucleico (DNA) bacteriano. Os experimentos foram feitos
repetidamente, e, analisando a populagéo celular estudada, conclui-
mos: a) o etanol 50% (diluente e controle) foi inerte; b) houve uma
reducéo significante na viabilidade celular com o aumento do tempo
de tratamento e da concentracdo do P&B; c) a cepa BW9091 foi a
mais sensivel ao P&B e a AB1157 a mais resistente; d) a citotoxidade
do P&B é, provavelmente, causada devido a liberagéo de especies
reativas de oxigénio no meio de tratamento.
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INTRODUCAO

Os materiais restauradores
dentais devem ser analisados
ndao somente por suas caracte-
risticas fisicas, quimicas e esté-
ticas, mas também por sua
biocompatibilidade.

Ha algumas décadas, estudos
levaram a crer que os efeitos ad-
versos a polpa eram decorrentes
das propriedades quimicas dos
cimentos de silicatos e resinas
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acrilicas e que o baixo pH desses
produtos levaria a irritagoes
pulpares que poderiam variar de
branda a severa (Retief et al.,
1974; Stanley et al., 1975; Zander
& Pejko, 1947).

Qutros estudos mostraram
que 0sS maiores responsaveis
pela irritagcdo pulpar seriam os
microorganismos e nao as pro-
priedades quimicas dos materi-
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ais. Esses microorganismos che-
gariam até a dentina devido a
uma adaptacao deficiente das
restauragdes (Brannstrom &
Nordenval, 1978; Fujitani et al.,
1992; Fusaiama,1987; Pashley,
1992; Tsuneda et al.,1992).

A potencializagdo da irritagcdo
pulpar, quando da utilizagdo de
materiais restauradores, princi-
palmente os que nescessitam de
condicionamento &cido prévio,
pode ser explicada pelo fato de
que o baixo pH desses materiais
promove uma abertura dos
tubulos dentinarios, facilitando a
chegada a polpa dos microor-
ganismos que causam irritacao
pulpar. Esse fato foi atenuado com
0 advento dos adesivos hidrofilicos
e da hibridagao dentinaria.

A hibridagédo dentinaria, pela
técnica de ataque éacido total, ini-
cialmente, gerou controvérsias,
mas foi ganhando espago em todo
0 mundo e, atualmente, é tida
como procedimento clinico de es-
colha em cavidades com rema-
nescente dentinario de até 0,5mm.
Na auséncia desse remanescen-
te dental minimo, haveria neces-
sidade de protetores a base de
hidroxido de célcio e iondmero de
vidro (Encontro...,1997).

Alguns autores (Baratieri et al.,
1995; Heitmann & Unterbrink,
1995) relatam sucesso clinico
quando da utilizacdo dos siste-
mas adesivos diretamente em
contato com a polpa. Por outro
lado, testes in vitro mostram que
0s componentes dos adesivos
dentinarios sao citotéxicos
(Hanks et al., 1992; Hashieh et al.,
1999; Jontell et al., 1995; Masioli
et al., 1999; Ratanasathien &
Hanks, 2000; Ratanasathien et
al., 1995; Santos et al., 1999).
Outros relatam que, devido a
hidrofilia das novas geracgdes de
adesivos, eles penetram na

dentina, podendo, em cavidades
profundas, chegar ao tecido
pulpar (Brandi et al., 1989;
Gersina & Hume,1995). Afirmam
que o seu uso deve ser evitado
em algumas situagdes, pois pode
causar reagoes adversas ainda
nao estudadas. Devido a escas-
sez de informacgdes cientificas
sobre um assunto polémico,
como € o da aplicagcéo dos siste-
mas adesivos como capeador
pulpar, essas novas tendéncias
sdo repassadas para alunos de
graduacéo, pés-graduacao e para
clinicos, sem o necessario
embasamento (Consolaro, 1997;
Mondelli, 1998).

OBJETIVOS

Este estudo teve como objeti-
vos determinar em quais concen-
tracbes os sistemas adesivos
promovem citotoxidade em cepas

QUADRO 1 - Meio de cultura LB
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bacterianas de Escherichia coli e
estudar a importancia do meca-
nismo de reparo por recom-
binacdo e excisdo em lesdes
causadas pelo adesivo dental
P&B no DNA bacteriano.

MATERIAL E METODOS

No presente estudo, utiliza-se
o adesivo dental Prime e Bond 2.1
(P&B) (Dentisply, Brasil) em dife-
rentes concentracdes. O diluente
utilizado foi o etanol a 50%.

Para crescimento das culturas,
foi utilizado meio LB estéril (Qua-
dro 1). O meio gelosado foi obtido
pela adicdo de agar (15¢/l), antes
da esterilizacao, efetuada em
autoclave, por 25min a 120°C
(Alcantara-Gomes, 1979). Para
ressuspensao e lavagem por
centrifugagéo e diluicao das cultu-
ras, foram utilizadas solugoes es-
tereis de NaCl 0,9% (Silva, 1995).

Reagentes
NaCl
Bacto-Triptona
Extrato de levedura

Agua destilada e deionizada (qsp)

Quantidade
10g
10g
. 5y
1000ml

CEPAS BACTERIANAS

As cepas bacterianas de Escherichia coli utilizadas nos experi-
mentos e suas caracteristicas genéticas de maior relevancia para
este trabalho estao relacionadas no Quadro 2.

QUADRO 2 - Cepas de Escherichia coli

Designacao Marcadores Auxotrofias Referéncias
Genéticos de
Reparacao
AB1157 Selvagem Thr/leu/por/his/arg/thi/la Howard-Flanders,
. ~ c/gal/ara/xyl/mtl/rpsSimson & Theriot, 1965
AB2463 'RecA- Thr/leu/por/his/arg/thi  Howard-Flanders,
Simson & Theriot, 1966
BW9091 XthA"  Thr/leu/por/his/arg/thi  Demple, Halbrook,
j ' lac/gal/ara/xyl/mtl/rps  Linn, 1983
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Culturas para experimento

Para a preparagcao dos esto-
ques bacterianos de Escherichia
coliem “stab”, foram utilizados os
estoques glicerinados, contendo
volumes iguais de cultura
bacteriana em fase estacionaria
e glicerol 100%, os quais eram
conservados em refrigerador a -
202 C (Alcantara-Gomes, 1979).
Uma aliquota (100ml) do estoque
de Escherichia coli, em glicerol,
era colocada em um erlenmeyer
estéril de 50ml, contendo 10ml de
meio LB liquido estéril, o qual era
mantido a 37°C, em banho-maria,
com agitagé@o constante por quin-
ze a dezoito horas, periodo ne-
cessario para a cultura atingir a
fase estacionaria de crescimen-
to (cultura pernoite ou pré-cultu-
ra). Dessa cultura pernoite, eram
obtidas culturas para experimen-
to, transferindo-se 200ml dessa
cultura para um erlenmeyer de
250ml, contendo 20ml de meio de
cultura LB, sendo esta colocada
em banho-maria a 37°C com agi-
tacdo constante por duas a trés
horas, até ser atingida a fase
exponencial (1-2 x 108 células/ml).

O crescimento era acompa-
nhado por meio da turbidancia em
fotocolorimetro, equipado com fil-
tro vermelho (Metronic Colorimetro
Fotoelétrico M2, Rio de Janeiro,
Brasil), que era acompanhado em
valores constantes em curva de
crescimento, previamente anali-
sada para a cepa em questao.
Dessa forma, acompanhavamos
o valor da turbidancia a ser atingi-
da para obtermos a concentragao
de células desejada.

Apds esse procedimento e
para a realizacéo dos experimen-
tos, iniciou-se a centrifugacéao
das culturas por quinze minutos,
a 7200rpm, 4°C em centrifuga
“Sorvall’ modelo SS-L DA “Newton-
Connecticut’, EUA, Rotor n° 6122
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A. Em seguida, o precipitado era
ressuspenso em solucdo esteéril
de NaCl 0,9%, sendo essa opera-
cao repetida duas vezes, sob as
mesmas condicdes, para a elimi-
nagéo do meio de crescimento. O
precipitado era, entao, ressuspen-
so em solugéo estéril de NaCl
0,9% estéril e a turbidancia
corrigida para o valor desejado.

PROCEDIMENTOS
EXPERIMENTAIS

Para deteccéo do potencial
citotoxico dos adesivos dentinarios,
aliquotas (1ml) de uma suspensao
bacteriana de Escherichia coli em
NaCl 0,9% estéril, na fase
exponencial de crescimento, eram
distribuidas em tubos de ensaio
com rosca e misturados com
100ml de adesivo dentinario em
determinada concentragdo ou com
etanol 50% estéril (controle). Agita-
va-se o0 tubo de ensaio e retirava-
se dele uma aliquota dessas solu-
¢des para ser diluidaem NaCl 0,9%
estéril e plagueada em LB
gelosado (tempo 0).

A incubagédo da suspensao
bacteriana, com adesivo dentina-
rio diluido e com etanol 50%, era
realizada nos tubos de ensaio
com rosca, a 37°C, com agitagéo
constante, por 60 minutos. A cada
intervalo de 20 minutos, aliquotas
eram retiradas e diluidas em NaCl
0,9% estéril e plagueada em meio

& °
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LB gelosado. Para tais aliquotas,
100ml das preparagdes bacte-
rianas, convenientemente dilui-
das, eram colocadas no centro
da placa de Petri com LB
gelosada. Em seguida, coloca-
vam-se algumas pérolas de vidro
estéreis sobre a aliquota e agita-
va-se a placa em movimentos
longitudinais e circulares, para
distribuicao uniforme do volume
na superficie da placa. As placas
eram incubadas em estufa
bacteriolégica a 37°C por perio-
dos nunca inferiores a 24 horas,
conforme determinado em traba-
Ihos anteriores (Silva, 1995). As
UFC eram, entao, contadas, to-
mando-se como valor em cada
ponto a média das placas que
eram feitas em duplicatas.

Uma vez obtido o numero de
sobreviventes em cada tempo
(Fig. 1), as fragdes de sobrevivén-
cia (FS= N/N ) eram calculadas,
dividindo-se o nimero de células
viaveis por mililitro em cada tem-
po (N), pelo nimero de células
viaveis no tempo zero (N,). Cons-
truia-se o gréfico, colocando-se
no eixo das abscissas (escala li-
near) os intervalos de tempo e
no das ordenadas (escala
logaritmica), as FS, obtendo-se,
dessa forma, a curva represen-
tativa da inativacdo da cepa
bacteriana. As diferentes etapas
desse procedimento podem ser
observadas na Fig. 2.

| Fig. 1 - Aspecto
das colbnias apés
experimento
concluido
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Fig. 2 — Curva de sobrevivéncia: deteccdo do potencial citotéxico do P&B

1:10 ,Dllmrl :10e Centrifugar,
incubar 2h, 37°C, lavar 2x em
com agitao Nacl 0,9%
Cultura em Meio LB Cultura em LB Cultura em LB Cultura em Nacl 0,9%=
estoque (fase estacionp (fase exponencial) 1- 2x10 cels/ml
glicerinado
Tratamento por 60 minutos, a 37§
Etanol P&B
(controle) 2.1
Contagem das
cola Incubag
(UFC) a37&
A cada 20 minutos,
Construo o cada 20 minutos,
da tabela gelosado
RESULTADOS bém pdde ser visto que o diluente 100

Potencialidade citotéxica das di-
ferentes concentracdes de um
adesivo dental em cultura de E.
coliAB1157, BW9091 e AB2463
Foi analisada a sobrevivéncia
em culturas bacterianas
(Escherichia coli) AB1157 (selva-
gem), BW9091 (cepa sensivel a
agentes oxidantes), AB2463 (rec)
expostas aos adesivos dentais
em diferentes concentragdes.
Os resultados apresentados
nas Figs. 3, 4 e 5 mostram que o
adesivo dental, nas concentra-
¢Oes utilizadas, reduziu a sobre-
vivéncia da cultura de Escherichia
coliAB1157, BW9091 e AB2463.
Observa-se que ha um aumento
da inativacé@o, a medida que utili-
zamos solugdes mais concentra-
das do adesivo e, também, com
0 aumento do tempo de exposi-
¢do da cultura ao agente. Tam-

etanol 50% néo foi capaz de alte-
rar a sobrevida da referida cultu-
ra bacteriana.
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Fig. 3 - Curva de sobrevivéncia de E.
coli ab 1157 tratadas com diferentes
concentracdes de prime e bond 2.1
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Fig. 4 - Curva de sobrevivéncia de
E.coli bw 9091 tratadas com
diferentes concentracées de prime e
bond 2.1
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Fig. 5 - Curva de sobrevivéncia de E.

coli ab2463 tratadas com diferentes
concentragoes de prime e bond 2.1

DISCUSSAO

O uso de bactérias para tes-
tes em laboratério vem sendo
muito utilizado por ser de baixo
custo, n&o necessitar de cobaias
e devido a possibilidade de se tra-
balhar com uma populagdo ho-
mogénea. Dessa forma, esses
testes sdo uma opgdo antes de
serem iniciados os testes com
humanos ou com outros animais.

No processo de polimerizagédo
do sistema adesivo, suas particu-
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