AVALIACAO COMPARATIVA DA TOXIDADE DO
ADESIVO DENTINARIO ALL BOND 2 E DO CIMENTO

JE OXIDO DE ZINCO E EUGENOL, QUANDO

IMPLANTADOS NO TECIDO CONJUNTIVO
SUBCUTANEO DE RATOS.
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Com o objetivo de darinicio ao estudo da biocompatibilidade do adesivo dentinério, All Bond 2 (Grupo experimental) quando comparado com
0 Oxido de Zinco e Eugenol (Grupo OZE - controle), estes materiais foram implantados no tecido conjuntivo dorsal de 20 ratos. Decorridos os

periodos de 7, 15, 30 e 60 dias, bidpsias foram realizadas, sendo que apés processamento laboratorial de rotina, os cortes histolégicos de 6 *m
de espessura foram corados com H/E. Como resultado, aos 7 dias, o All Bond 2 promoveu intensa reagéo inflamatéria com predominio de células
mononucleares, moderada necrose de contato e degradagao de fibras coldgenas, sendo que o cone capsular formado na area principal de andlise

foi amplo. Com o decorrer dos periodos, houve tendéncia a regressdo do quadro inicial, mas a presenga intensa de macréfagos e células

gigantes ocorreu em alguns casos, até o tiltimo periodo de andlise. No grupo controle, os achados histopatoldgicos foram menos intensos nos
periodos iniciais de avaliagéo, sendo que aos 30 e 60 dias, o tecido junto & abertura tubular, &rea principal de analise havia passado pelo processo
de reparagdo tecidual. Assim, apesar do adesivo dentindrio All Bond 2 ter sido de maneira geral mais irritante do que o OZE, de acordo com as

normas de ISO, foi possivel
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SUMMARY

Apreliminary study of biocompatibility of dentin adhesive, All Bond 2 and Zinc oxide and Eugenol (ZOE) was realized after subcutaneous
implantation in rats. The implants, poliethylene tubes filled with the dentin adhesives, were inserted into dorsal surgical pockets of 20 rats, and the
animals sacrificed 7, 15, 30 and 60 days after. Serial sections of skin, stained with hematoxylin and eosin, showed in the first period (7 days) that

All Bond 2 promoted a intense inflammatory reaction, moderate contact necrosis and collagen degradation. The ZOE promoted a slight reaction

when compared with experimental group. During the experiment, the subcutaneous tissue presented tendency for healing, with organization of a

fibrous capsule surronding the tubes. Althought for All Bond 2, into these fibrous tissue, was observed a mild mononuclear inflammatory cells. It
was concluded that All Bond 2 is the aceitable materials when implanted in subcutaneous tissue of rats.
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INTRODUCAO

Paraque asresinas restauradoras, especi-
almente as compostas, possam se aderir de
forma mais eficaz e duradoura com a estrutura
dental, e com isso, possibilitar longevidade as
restauragdes, é fundamental o emprego prévio
de uma resina de baixa viscosidade (adesivo)
que seja capaz de penetrar no intimo da estru-
tura dental (esmalte e/ou dentina) e polimerizar-
sel.

Existemvérios trabalhos22,24 que indicam
que o emprego sistematico de umaresinafluida
previamente a aplicagdo de resinas compostas,
melhora consideravelmente o seudesempenho
clinico, especialmente com relagdo a integrida-
demarginal. Comrarissimas excecdes, as resi-
nascompostas sdo muito viscosas e portanto,
apresentamlimitada penetrabilidade. Porserem

menos Vviscosos, os adesivos escoam melhor
para dentro das microporosidades do esmalte e/
ou dentina, assegurando a formacgdo de
digitagdes mais longas na interface dente-res-
tauragdo1l.

A dentina apresenta uma estrutura basica-
mente tubular, constituida em peso por70% de
hidroxiapatita, 18% colageno e 12% agua26 .
Devido a essas caracteristicas, 0 mecanismo
de adesao a estrutura dentinaria se torna mais
complexo quando comparado ao esmalte, pro-
vadisto é olongotempoja dedicado ao desen-
volvimento dos adesivos dentindrios30.

Osadesivos de 4ageragaosdo, parafinsde
classificacdo, como aqueles que inicialmente
removema “smearlayer”, descalcificam super-
ficialmente adentinaintere peritubulare expéem
a rede de fibras coladgenas para posterior im-

pregnacdo desta drea descalcificada por
mondmeros hidrofilicos; sdo chamados de "uni-
versais" devido a capacidade de unido com
diversos substratos.

Dentre os varios adesivos de 4a geracdo
presentes no mercado odontolégico, o All Bond
2 (Bisco Dental Products, Itasca, IL) se destaca
por suas excelentes propriedadesfisicas, quan-
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doaplicados sobre otecidodentinario, sendoele
composto por: um agente condicionador (acido
fosférico & 10%), primer (acetona, 2% de NTG
- GMA e 16% de bisfenil dimetacrilato - BPDM)
e uma resina adesiva composta por Bis-GMA,
HEMA e uretano dimetacrilato (UDMA).

Para se estabeleceruma forte unido mecé-
nica entre a resina e a estrutura dental, é funda-
mental que a maior area possivel de dentina
entre em contato com o adesivo. Todavia, im-
prescindivel a protecéo adicional do complexo
dentina/polpa com outro material em regides
profundas da cavidade, o que sem divida, limita
adreadentindriadisponivelaadesaol. Apenas
em rarissimos casos (lesdes de abrasao/ero-
s80 rasas) é possivel sua aplicacgdo sem qual-
querprotecdo prévia do complexo dentina/pol-
pal3,i4.

Muitos trabalhos de pesquisa tém mostrado
que as substancias comumente presentes nos
sistemas adesivos tais como o Bis-GMA,
TEGDMA, HEMA, glutaraldeido e UDMA, apre-
sentam efeito citotoxico definido16,17,28. To-
davia, a biocompatibilidade desses adesivos é
muite discutida3,4,7,8,10,11,12,15,25,29,31 .
O propésito desse trabalho foi estudara compa-
tibilidade bioldgica do adesivo dentinario All Bond
2 comparando-o com o cimento de éxido de
zinco e eugenol (OZE), quando implantados no
tecido conjuntivo subcutaneo de ratos, onde foi
analisada a reagéo tecidual provocada poram-
bos materiais.

MATERIAL EMETODO

Foram utilizados 20 ratos (Ratius
Norvegicus, Holtzman) machos, pesando em
média 280 gramas, os quais foramanestesiados
porinalacao de éter sulfirico e posicionados em
mesa operatdria.

Apos tricotomia na regido dorsal, foi feita a
antissepsia docampo operatério comtinturade
iodo na proporcéo de 1:100. Na linha média,
equidistante dainsercéo da cauda e dacabeca
do animal, realizou-se umaincisao de aproxima-
damente 8mm de comprimento comoauxiliode
uma tesoura de ponta romba e o tecido subcu-
taneo foi divulsionado lateralmente, formando
duas lojas cirurgicas, uma a cada lado da inci-
s80, com aproximadamente 30 mm de profundi-
dade.

Completadas as lojas cirtrgicas, iniciou-se
o preparo dos adesivo dentinario All Bond 2
(Bisco) como indica o fabricante e do OZE
(30mg ¢xido de zinco e 0,03ml de eugenol),
sendo que os materiais emteste, foramintrodu-
zidos em tubos de polietileno de 10 mm de
comprimento e 1 mm de didmetro interno, os
quaistinhamuma das extremidades fechada a
quente.

Para cada animal, o tubo, contendo o ade-
sivo dentindrio foi submetido a polimerizacéo
com luz visivel durante 20 segundos , e entdo
introduzido na loja cirtirgica do lado direito. O
tubo contendo o cimento OZE foiintroduzido na
lojacirurgica dolado esquerdo, permanecendo
ambos os tubos paralelos a incisdo, a qual foi
suturada.

Os ratos foram mantidos em gaiolas indivi-

duais e alimentados com ragdo balanceada e
agua ad libitum. Decorridos 7,15, 30 e 60 dias
apds a cirurgia, 5 animais em cada periodo
foram anestesiados porinalacdo de éter sulfuri-
¢o, novamente tricotomizados e a area do im-
plante foi removida, abrangendo suficiente teci-
do normal circunjacente.

Apos processamento laboratorial de rotina,
foram obtidos cortes histolégicos seriados de 6
micrometros de espessura, os quais foramco-
rados comhematoxilina e eosina.

O exame ao microscopio optico procurou-
se comparar as reagdes teciduais provocadas
porcada um dos materiais implantados junto &
abertura tubular, sendo possivel assimprever,
dentro das condicdes do experimento, a agdo
destes dois materiais emteste quandoemcon-
tato comotecido conjuntivo pulpar. Paraisto, os
seguintes eventos histoldgicos foram analisa-
dos: reacdo inflamatéria, onde se determinou o
padrdo de células predominantes (células
mononucleares oupolimorfonucleares); necrose;
vasos sanguineos; amplitude do cone capsular
formadojunto & aberturatubular, area principal
de andlise, onde se avaliou o padrao e caracte-
ristica desta estrutura (predominio de fibras
coldgenas oucélulas); estes eventos histoldgicos
foramgraduados em: ndo significante, discreto,
moderado e intenso. Aaceitabilidade ounaodo
adesivo dentinariofoi determinado através das
indicagbes dalS0O19, descritasnoanode 1984.

RESULTADOS

No primeiro periodo de avaliag@o, o All Bond
2 (Grupo experimental) promoveu intensa rea-
¢do inflamatdria, com predominio de células
mononucleares junto & abertura tubular, area
principal de andlise (Figura 1). Desta forma, o
cone capsular era amplo, apresentando ainda
numerosos vasos sanguineos de pequenc cali-
bre hiperemiados e moderada area de degrada-
cdodecolageno e necrose de contato. Poroutro
lado, no grupo OZE (controle), o cone capsular
formado junto & abertura do tubo era discreto,
comgquantidade intensa de células inflamatéri-
as de predominio mononuclear, localizadas em
meio a vasos sanguineos e moderada drea de
degradacao de coladgeno naregido (Figura 5).

Com o decorrer do periodo, aos 15 dias, o
tecido conjuntivo subcutdneo emcontatocomo
All Bond 2 manteve o mesmo padréo reacional
porém menos intenso, daquele observado no
periodoanterior, sendo histologicamente carac-
terizado como semelhante ao tecido de
granulacdo (Figura 2). Para o OZE, ocorreu
discreta regressa@o do quadro reacional, sendo
que este se manteve menos intenso que o
observadoparaogrupo experimental (Figura 6).

Aos 30 dias, para o grupo All Bond 2, nao
havia presencade drea de necrose de contato,
sendo que junto a abertura tubular, a reagéo
inflamatdria, agora discreta, era responsével
pelaformacao de discreto cone capsular, onde
era observado quantidade moderada de peque-
nos vasos sanguineos, associados a numero-
sosfibroblastos efibras coldgenas entrelacadas,
caracterizando umtecido conjuntivo em proces-
so de reparagdo. Em contato direto com o

material em teste, havia tendéncia a organiza-
caodefibras coldgenas efibroblastos de modo
a dar inicio a formagdo de um tecido fibroso
denso, o qual mantinha continuidade com a
capsulafibrosa que envolvia lateralmente o tubo
de polietilenc (Figura 3).

Para o grupo controle, junto ao material
implantado, havia a formag&o de uma cdpsula
fibrosa densa, a qual mantinha continuidade
com aquela formada na superficie lateral do
tubo. Adjacente, o tecido conjuntivo exibia nu-
merosos fibroblastos e fibras colagenas
entrelagadas emmeio a quaniidade discretade
vasos sanguineos de pequeno calibre, caracte-
rizando um tecido conjuntivo que passou pelo
processo de reparacaotecidual.

No Ultimo periodo de observagio, acépsula
fibrosa formada em contato com o All Bond 2
exibiaamanutencéo de quantidade discreta de
células inflamatérias mononucleares de per-
meio. Otecido conjuntivo adjacente apresenta-
va-se fibroso, com discretos capilares, nao sen-
do detectadas células inflamatdrias em quanti-
dade suficiente para caracterizar urm processo
reacional (Figura 4).

Em apenas 6 casos (1 de 7 dias, 2 de 15
dias, 1de 30 dias e 2 de 60 dias) houve exacer-
bacdodoquadroreacional, compresengainten-
sa de macréfagos e células gigantes 0s guais
nos dois tltimos periodos de andlise provocou a
formagao deverdadeiros nddulos reacionais em
torno do material extravasado do tubo.

Parao grupo controle, o quadro histoldgico
era semelhante aquele observado no periodo
anterior {Figura 7).

DISCUSSAQ

Aanalise dos resultados do presente
trabalho permitiu determinar que o adesivo
dentinario All Bond 2 promoveu inicialmente,
riensa reagao inflamatéria com predominio de
vélulas mononucleares junto a abertura tubular,
sendo observado ainda extensas dreas de de-
gradacéo de coldgeno e edema. Em contato
comomaterial, haviamoderada area de necrose.
Esta alteracdotecidual presente nos primeiros
periodos de observagéo levou a formagéo de
amplo cone capsular reacionalna éreaprincipal
deanalise. Com o decorrerdos periodos, iodos
os eventos histoldgicos relatados regrediram, o
mesmo ocorrendo com o cone capsular. No
Ultimo periodo de observagéo, foideterminadaa
formacao de uma céapsula fibrosa densa com
discreta quantidade de célulasinflamatdrias de
permeio, sendo que este tecido mantinha conti-
nuidade com a cépsula fibrosa que envolviaas
superficies laterais e a extremidade fechada do
tubo de polietileno. Na drea anteriormente ocu-
padapelo cone capsularreacional, havia tecido
em processo de reparagao, onde se observou
a presencga intensa de fibroblastos e fibras
colagenas entrelagadas em meio a vasos san-
guineos de pequeno calibre.

No grupo controle, o cone capsular inicial-
mente discreto, composto porintensa quantida-
de de células inflamatérias mononucleares lo-
calizadas, vasos sanguineos de pequeno cali-
breemoderada area de degradagaodecolageno

R. Fac. Odontol. Porio Alegre

v. 37 n2

p.3-6

Dez. 1996




e necrose de contato, regrediu com o decorrer
dos periodos. Aos 30 e 60 dias de pds-operato-
rio, uma capsula fibrosa densa envolvia todo
tubo de polietileno, sendo que o tecido conjunti-
vo adjacente estavareparado.

Ostestes de implantagédo notecido conjun-
tivo subcutaneo do rato foiindicado para avaliar
a toxidade dos materiais odontoldgicos "in
vivo"19. Os tubos de polietileno, usados na
metodologia empregada no presente trabalho,
sdo indicados por alguns pesquisado-
res27,32,33, os quais demonstraram a
aceitabilidade deste material para arealizagao
dos implantes subcutdneo emratos.

Todavia, poucos trabalhos sobre a
biocompatibilidade dos adesivos dentindrios tém
sido realizados quando comparamos com o
nimero de trabalhos sobre as suas proprieda-
desfisicas, publicados na literatura9,21,30.

Comoja relatado, o HEMA é uma substan-
ciaencontradanaresina adesivado AllBond 2,
estando presente também no primer de outros
adesivos dentindrios, como por exemplo
Optibond(Sybron/Kerr).

No ano de 1992, Hanks etal. 17 avaliou em
cultura de células o efeito do HEMA sobre a
sintese de DNA, de proteinas e respiragéo
aerdbica destas células e concluiuque quando
asubstancia emteste foi aplicada na concentra-
¢do de 16 umol /litro, ela apresentou o efeito
inibitdrio irreversivel sobre as células cultiva-
das. Em outro trabalho de pesquisa “in vitro”
desenvolvido por Bouillaguet et al.2, foram
cultivadas camadas de células Balb/c3T3 mouse
fibroblasts (ATCCCCL 163, clone A31, American
Type Culture Collection, Rockville, MD) sobre
as quaisfoiaplicado o HEMA, e entdo determi-
nada a agao citotéxica desta substancia, cujo
TC50 (concentragdo do material capaz de inibir
50% da atividade celular) diminuiu de 13 mmol/
lapds 12h de exposicéo para 4mmol/l apos 24
horas. Isto mostrou que quanto menor o TC50,
maior a citotoxidade do material e que com o
decorrer do tempo, o contato do HEMA com as
células cultivadas levou a drastica redugao do
TC50, indicando que o contato prolongado do
HEMA comascélulas, torna o material emteste
cadavez mais citotéxico. Estes achados corro-
boraram ainda com aqueles de Hanks etalem
199217 e Bruce et al.5 em 1993,

No caso do Oxido de Zinco e Eugenol,
Hensten-Petersen &Helgeland18relataramque
0 OZE apresenta acentuado efeito toxico quan-
do aplicado sobre tecido mole ouem culturade
células. Lindquist & Otteskog20 atribuiramesta
citotoxidade do cimento de OZE ao eugenol
livre. Estes achados foram corroborados por
Costa et al.6 ,0s quais demonstraram que em
cimentos de OZE onde a proporgao de eugenol
era alta, a reacdo inflamatéria provocada por
este material quando em contato com o tecido
conjuntivo subcutdneo de rato era intensa,
dificultando ainda o processo de reparagéo da
areatecidualjunto a abertura do tubo. Poroutro
lado, gquando o cimento era preparado de tal
forma a apresentar consisténcia viscosa (0,7mg
de éxido de zinco para 0,03ml de eugenol), o
material apresentava pequeno efeito téxico so-

bretecido conjuntivo.

Assim, no presente trabalho onde 0 OZE foi
preparado com quantidade minima de eugenol
como indicado por Costa et al.5, este material
apresentou baixo grau de irritagdo, enquanto
que para o adesivo dentinario em estudo, foi
possivel observarintenso efeito citotdxico inicial
do agente adesivo, onde foram detectadas
extensas dreas de necrose de contato as quais
pode-se sugetir, de acordo com os trabathos
anteriormente citados, ocorreram principalmen-
te em fungao do Bis-GMA, UDMA e do HEMA
presentes no adesivo dentinario All Bond 2.
Hanks et al.16 em 1991, avaliaram varias
substancias presentes emadesivos dentindrios
e concluiram que em ordem decrescente de
citotoxidade, o Bis-GMA foi maior que o UDMA
o qual foi maior que o TEGDMA. Este achado
pbdeindicar que o adesivodentinario emestudo
pode ser, dentre varios outros no mercado,
muito citotéxico, principalmente quando estes
componentes estudadosisoladamente sdomis-
turados. A resina adesiva do All Bond 2 possui,
alémdoHEMA, o UDMA o qualfoi avaliado por
Nassiri et al.23 em 1994, utilizando 2 linhas de
cultura de células humanas. Estes autores con-
cluiram que o UDMA interfere com o ciclo celu-
lar, exibindo tanto efeito citostatico quanto
citotéxico.

De acordo com o presente trabalho, obser-
vamos emtodos os periodos de andlise que o
All Bond 2 apresentou intenso potencial
irritativo ao tecido conjuntivo subcutaneo do
rato, havendo exacerbac¢éo do quadro reacional
somente nos casos onde havia solubilizagéo do
material em teste para ointerior do tecido con-
juntivo, sendo que este acontecimento néo foi
observado para o grupo controle. Hanks, et
al.16 mostraram ainda que apolimerizagaodos
adesivos dentinarios é prejudicada quando ha
presenca de agua, e como o HEMA é um
componente do adesivo altamente sollvel em
agua e de baixo peso molecular, talvez isto
explique porque noperiodode 15,30 e60dias
houveram casos de exacerbagdo da reagéo
inflamatdria emfungéo destas propriedades do
HEMA, presente no adesivo AllBond 2.

Assim, muito se tem estudado sobre os
sistemas adesivos e novos materiais estao sen-
do colocados no mercado odontoldgico, procu-
rando suprir todas as deficiéncias existentes
nos sistemas adesivos anteriores. Todavia todo
material odontoldgico deve ter um equilibrio
entre suas propriedades fisicas e bioldgicas. De
acordo com os achados histoldgicos ja citados,
foi possivel observar que o adesivo dentinario
estudado foi mais irritante ao tecido conjuntivo
subcuténeo do rato quando comparado com
OZE em todos os periodos de observagio.
Porém, airritacdo decresceucomo decorrerdo
tempo. Isto fez com que o processo de repara-
¢ao tecidual fosse mais lenta para o grupo
experimental quando comparado com o grupo
controle.

De acordo com os critérios indicados pelo
ISO19 comrelagdoa aceitagéo ou rejeicdo dos
materiais emteste, foi possivel concluir, dentro
das condicdes experimentais, que o All Bond 2

apresentou biocompatibilidade aceitdvelcomo
tecido conjuntivo subcutaneo do rato, exceto
nos casos aonde o material sofreu maior
solubilizagdo, levando a intensas e extensas
reacOesinflamatdrias, as quais se prolongaram
até o ultimo periodo de analise.

Destaforma, o desenvolvimento do presen-
te trabalho, deu inicio aos estudos da
biocompatibilidade do adesivo dentindrio All Bond
2, determinando anecessidade darealizacdode
novas pesquisas “invivo”, com a finalidade de
esclarecer a agdo destes materiais quando em
contato com tecidos pulpar e dentinario.
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FIGURA 1-AllBond 2 - 7 dias. Area junto a abertura
dotubo, sendo observadointensa reagaoinflamatéria
dispersa, com predominio de células mononucleares.
H/E; 210x.

FIGURAZ2 - AllBond 2 - 15dias. Presenga de tecido
conjuntivojunto aabertura tubular semelhante aode
granulagdo. H/E ; 250x.

FIGURA 3 - All Bonf 2 - 30 dias. Tecido fibroso denso
emcontato como adesivo dentinario apresentando
célulasinflamatérias mononucleares de permeio ( ).
O conjuntivo adjacente apresenta-se emprocesso
finalde reparagdo commoderada quantidade de
vasos sanguineos de pequeno calibre ( ). H/E; 210 x.
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FIGURA4 [ B
- All Bond
2-60dias.
Capsula
fibrosa
densacom
persistén-
cia de cé-
lulas infla-
matodrias
de per-
meio, po-
rémocon-
juntivoad- L
jacente apresenta caracteristicas his-
tolégicasdecompletareparagdo. H/E; 210x.

FIGURAS-0OZE -7 dias. Intensa
reacdoinflamatdria junto ao material
implantado ( ), porémo conjuntivo
subjacente exibe poucas células
inflamatérias ( ). H/E; 120x.

efibroblastos. H/E; 120x.

FIGURA6-OZE - 15dias. Capsula
fibrosadensa emcontatocomo OZE,
sendo que o conjuntivo subjacente é
caracterizado por predominio defibras

FIGURA7 - OZE - 60dias. Capsula
fibrosadensa sempresencade células
inflamatorias de permeio, sendoque o
conjuntivo subjacente apresenta
caracteristicas histologicas de
normalidade. H/E; 160x.
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