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RESUMO

Introducé@o: A avaliacdo dos materiais dentérios tem vindo a demonstrar particular
interesse dado, determinados componentes, poderem provocar efeitos citotéxicos em contacto
com o complexo dentino-pulpar, aquando dos procedimentos de protecdes pulpares.
Historicamente varios materiais foram utilizados nesse sentido, incluindo o hidréxido de célcio,
sendo actualmente considerados como “gold standard” os cimentos trioxidos minerais, como o
MTA. A introducdo de novos materiais semelhantes e com as mesmas indicacgdes clinicas, como
0 novo cimento a base de silicato de calcio (Biodentine™), exige a necessidade de testar as

suas carateristicas citotoxicas, até ao momento parcamente investigadas.

Objetivo: o objetivo deste estudo experimental é a avaliacdo da citotoxicidade dos
materiais utilizados em protecées pulpares diretas (Life®, White ProRoot® MTA e Biodentine™) in
vitro. Com isto, pretende-se efetuar o estudo comparativo dos materiais através de diferentes

parametros de avaliagéo da citotoxicidade.

Materiais e métodos: a linha celular de fibroblastos humanos (HFF1) foi incubada com
diferentes concentragdes de Life®, White ProRoot” MTA e Biodentine™, utilizando a metodologia
dos meios condicionados segundo a norma ISO 10993-5, durante 24, 72 e 120 horas. A
avaliacdo da atividade metabdlica foi realizada através do ensaio do MTT, a avaliagdo do
conteudo proteico foi realizada através do ensaio da sulforrodamina B e a avalia¢do dos tipos de

morte celular foi realizada através do ensaio da citometria de fluxo.

Resultados: A citotoxicidade do Life® e Biodentine™ diminui com o aumento das
diluicdes, no entanto, ao longo do tempo a citotoxicidade do Life® tendencialmente aumenta e a
do Biodentine™ diminui. Estes resultados apresentam diferengas estatisticamente significativas
em relacdo ao controlo. O White ProRoot® MTA mantém um padrdo de biocompatibilidade
semelhante em todas as diluicdes, que tendencialmente aumenta com o tempo. O Life® mostrou

ser o material mais citotdxico, seguindo-se o Biodentine™ e finalmente o White ProRoot® MTA.

Concluséo: A atividade metabdlica e viabilidade celular dos materiais relaciona-se com
as diluicbes efetuadas e/ou com o tempo de exposicdo aos meios condicionados. Tal como
esperado, o Life® devido aos seus padrées de citotoxicidade elevados, ndo é recomendavel
para utilizacdo em protecces pulpares diretas. O White ProRoot® MTA, devido as sua
biocompatibilidade e propriedades que apresenta, demonstra ser um material eficaz e
recomendavel para esse fim. Quanto ao Biodentine™, apesar de serem previstos niveis de
toxicidade semelhantes ao White ProRoot® MTA , isso ndo se verifica para diluicdes iniciais.
Apesar das suas propriedades fisicas, tempo de presa e manipulacdo favoraveis, novos estudos
de citotoxicidade devem ser efetuados de modo a utiliza-lo seguramente como uma alternativa

viavel ao White ProRoot® MTA.
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ABSTRACT

Introduction: The evaluation of dental materials has shown particular interest because
certain components may cause cytotoxic effects in contact with the pulp-dentin complex, when
the pulp capping procedure occurs. Historically, various materials were used in this purpose,
including calcium hydroxide, however, the trioxides mineral cements (like MTA) are currently
considered the gold standard. With the introduction of new materials with equal clinical indications
as the new cement based on calcium silicate (Biodentine ™), becomes indispensable to test their

cytotoxic patterns, even more so, with the lack of studies regarding this topic.

Objective: The aim of this experimental study is to evaluate the cytotoxicity in vitro of
direct pulp capping materials (Life®, White ProRoot® MTA and Biodentine™). With this, we intend

to carry out a comparative study of material through different cytotoxicity valuation parameters.

Materials and methods: The fibroblast cell line (HFF1) was incubated with different
concentrations of Life®, White ProRoot® MTA and Biodentine™, using extracting techniques
according to the ISO 10993-5 standard, during 24, 72 and 120 hours. The assessment of
metabolic activity was performed using the MTT assay, the protein content appraisal was
performed using the sulforhodamine B assay and the assessment of the cell’'s death types was

performed with flow cytometry assay.

Results: The Biodentine™ and Life® cytotoxicity decreases with the increase in dilution,
however, over time the cytotoxicity of Life® tends to increase while in Biodentine™ it decreases.
These results demonstrate statistically significant differences when compared to the control
sample. The White ProRoot® MTA retains a similar biocompatibility pattern across all the
dilutions, which tends to increase over time. Life® revealed as the most cytotoxic, followed by
Biodentine™ and White ProRoot® MTA.

Conclusion: The metabolic activity and cell viability of the materials relates with the
dilutions realized and/or with the time exposed to conditioned media. As expected, due to the
high cytotoxicity levels, Life® is not recommended for the use in direct pulp capping. White
ProRoot® MTA, taking in account its biocompatibility and proprieties demonstrated, is safe to say
that it is a type of material adequate to the propose treatment. Referring to Biodentine™, despite
being expected toxicity levels similar to White ProRoot® MTA, this does not happen for initial
dilutions. Although its physical proprieties, setting time and favorable handling, new cytotoxicity
studies should be performed in order to use it safely as a viable alternative to White ProRoot®
MTA.

Key words: cytotoxicity; direct pulp capping; fibroblasts; White ProRoot® MTA; Life®;

Biodentine™
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INTRODUCAO

A dentina é um tecido mineralizado, avascular e com caracteristicas Unicas na relacdo
com o tecido pulpar. Ambos tém origem a partir da mesma estrutura embriolégica e mantém uma
relacdo funcional ®. Por serem considerados indissociaveis, a dentina e o tecido pulpar sdo mais
frequente e apropriadamente abordados como uma estrutura Unica e integrada, denominada de
complexo dentino-pulpar. Deste modo, os traumas infligidos & dentina repercutem-se no tecido
pulpar, levando a que as células da polpa respondam a situagdes clinicas que causam lesdes ou
perda da integridade dos tecidos duros do dente . Na verdade, qualquer estimulo (reacdo
inflamatéria ou modificac6es de natureza degenerativa) que seja captado pelas células pulpares
desencadeia uma resposta que levara a formacgéo e deposi¢do de dentina. Consequentemente,
ocorrera diminuicdo da dimensdo da camara pulpar ou dos canais radiculares como forma de
protecdo e manutencdo da vitalidade pulpar. O tecido pulpar é, entéo, responsavel direto pelas

alteracdes fisiologicas resultantes no 6rgdo dentinario ©.

Deste modo, a investigacdo em torno desta area, tem vindo a permitir consideraveis
melhorias dos materiais e equipamentos ao dispor, tendo sempre em vista 0 sucesso do

tratamento, com menores dificuldades e riscos.

1) Carateristicas gerais do substrato dentinéario

s

A dentina € um tecido mineralizado e avascular que delimita a cavidade pulpar,

A sua composicdo é

estabelecendo com esta, ligagbes através dos tubulos dentinarios
descrita como sendo, em peso, 70% de componentes inorganicos (principalmente cristais de
apatite), 20% de componentes organicos (principalmente colagénio tipo 1) e 10% de agua,

representada pela composicao do fluido no interior dos tibulos dentinérios.

Algumas proteinas nado colagénicas exercem também uma funcado biolégica importante
na resposta do complexo dentino-pulpar a agentes agressores, como € o caso de duas proteinas
especificas da dentina, nomeadamente a fosfoproteina (DPP) e a sialoproteina da dentina
(DSP). A elevada capacidade de ligacdo aos ides célcio das fosfoproteinas envolvem-nas no

processo de mineralizagao ©.

Outras proteinas a destacar sédo também as proteinas morfogénicas 0sseas (BMPs) e os
fatores de crescimento (TGF-Bs) © ”. A dentina possui uma estrutura tubular em toda a sua

extensdo (da pré-dentina até a jungdo amelo-dentinaria) constituindo a sua principal carateristica
(8)

Os tubulos dentinarios seguem um trajecto sigméide . No interior dos tGbulos estdo
abrangidos os prolongamentos odontoblasticos que estdo diretamente relacionados com
mecanismos fisiologicos envolvidos na defesa do complexo dentino-pulpar. Além dos
prolongamentos celulares, os tdbulos também contém fluido, com origem no fluido tissular

presente no tecido pulpar, constituido por proteinas como albumina, imunoglobulina e
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fibrinogénio ©-19 No interior dos tibulos sdo também encontradas fibras nervosas e fibrilas de
colagénio ndo mineralizadas, que estdo presentes em cerca de 65% dos tubulos préximos do

tecido pulpar V.

Os tubulos dentinarios variam de aproximadamente 2,5 pym a 1 pym ou menos de
diametro nas suas terminacées pulpares ou periféricas . O facto da densidade e orientacdo dos
tibulos dentinarios variar em funcéo da localizac&o na dentina *? e o diametro variar em funcéo
da distancia em relacdo a superficie da camara coronaria, constitui um fator decisivo na escolha
do material de protecdo do complexo dentino-pulpar em relacdo a sua biocompatibilidade. Desta
forma, um mesmo material podera ser considerado biocompativel se aplicado em cavidades de
média profundidade e apresentar efeitos citotdxicos indesejaveis se for aplicado em cavidades

profundas ou diretamente sobre o tecido pulpar 2.

As paredes dos tubulos dentinarios na dentina intertubular recentemente formada na
superficie pulpar sdo constituidas essencialmente por colagénio tipo | mineralizado. Com a
maturacao, outro tipo de dentina é depositado nas paredes dos tabulos (dentina peritubular). A
sua deposi¢do ao longo do tempo conduz a obliteracdo dos tubulos. A dentina peritubular e
intertubular distinguem-se pela auséncia de matriz fibrosa colagénica da primeira, sendo que a

dentina peritubular é cerca de 15% mais mineralizada que a intertubular .
2) Carateristicas gerais da polpa

O tecido pulpar é responsavel pela formacédo da dentina. Carateriza-se por ser um tecido
conjuntivo, envolvido em toda a sua extensao por tecido dentinério, exceto na constricdo apical

do canal radicular, onde se torna continua com o ligamento periodontal.

Embora o tecido pulpar tenha um contributo significativo durante o desenvolvimento e
erupcao do dente, este permanece ativo durante toda a vida a medida que a dentina secundaria
se vai formando e é capaz de responder, dentro de certos limites, a estimulos aplicados sobre
ela, como carie, trauma e procedimentos restauradores que levam a producdo de dentina
terciaria. As células diretamente responsaveis pela deposicdo de dentina, células
odontoblasticas, localizam-se na periferia do tecido. Nesta regido existem, também, dois
elementos capazes de detetar estimulos externos, bem como iniciar e participar na resposta a
eles. Sdo as terminacbes nervosas aferentes do trigémio e as células especializadas

apresentadoras de antigénios .

A composicdo da polpa é, essencialmente, 75% de peso de agua e 25% de material
organico “. Estruturalmente é organizada em zonas denominadas de camada odontoblastica,
zona acelular ou de Weil (onde existe o plexo nervoso de Rashow), zona rica em células e
porcdo central da polpa. As células que predominam na por¢ao central sdo as mesenquimatosas
indiferenciadas e os fibroblastos, que juntamente com as fibras colagénicas e algumas fibras

elasticas presentes, sdo sustentadas pela substancia fundamental ou matriz extracelular ¥
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Células mesenquimatosas sdo encontradas em grande quantidade na zona rica em células e,
em menor quantidade, dispersas na porcdo central da polpa. Se ocorrer morte dos

odontoblastos, essas células sdo recrutadas a diferenciarem-se em novos odontoblastos o,

A mobilizacdo deste tipo de células no mecanismo de reparacdo pulpar esta diretamente
relacionado com o grau de comprometimento dos odontoblastos primarios. Estas células podem
também originar qualquer componente celular do tecido, tal como fibroblastos, células
endoteliais, entre outras, dependendo do estimulo recebido. Por isso, sdo também designadas

por stem cells * 7).
3) Mecanismos de defesa do complexo dentino-pulpar

Os mecanismos de defesa do complexo dentino-pulpar a agressdes de origem mecanica,
quimica, térmica ou biologica sdo a inflamacdo e resposta humoral, a deposicdo de dentina
intratubular e a deposicdo de dentina terciaria. Todos esses eventos vao ter como objetivo
principal a manutencao da vitalidade do tecido, nomeadamente dos odontoblastos, que sdo as
primeiras células sensibilizadas pelo agente agressor . A formacdo de dentina terciaria,
classificacdo histogenética de dentina produzida perante estimulos ou agressdo, constitui um
mecanismo de defesa do complexo dentino-pulpar. Se a intensidade da agressdo nédo culminar
com a morte celular, a dentina terciaria depositada é denominada de dentina reacional ®. Se a
intensidade da agressdo exceder a capacidade adaptativa e de resposta defensiva dos
odontoblastos primarios, eles sofrem morte celular e entram num processo de degeneracao.
Durante o processo de cura do tecido conjuntivo, essas células sdo repostas por células
mesenquimatosas indiferenciadas que sdo induzidas a sofrer diferenciagdo em novos

(€]

odontobastos “"’. As primeiras camadas de matriz dentinaria depositadas por essas células

constituem um tecido amorfo e atubular denominado de dentina reparadora .
4) Protecao pulpar direta

A protecdo pulpar direta tem como objetivo a preservacdo do tecido pulpar exposto a
cavidade oral, evitando-se, desta forma, a utilizacdo de procedimentos endoddnticos mais
invasivos “®. O seu mecanismo de acéo pode ser descrito como o recobrimento de tecido pulpar
exposto, através de substancias biologicamente inertes, e estd indicado em casos de lesdo
pulpar reversivel, sem patologia periapical ou apds trauma fisico recente ou exposicdo mecanica,
num dente maduro ou em desenvolvimento, preservando a vitalidade pulpar *°%2. A protecao
pulpar consiste, entdo, num mecanismo de reparacdo e recuperacdo pulpar através da
deposicédo de tecido mineralizado pelas células do tecido pulpar ®®. De um modo geral, este
procedimento operatério deve eliminar o estimulo agressor, controlar a hemorragia e promover a
assepsia e desinfecdo “?. O sucesso desta terapéutica passa também pela escolha adequada

do material de execugdo da protecdo pulpar, sendo este capaz de promover uma resposta
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reparadora da lesdo. Torna-se também necessaria uma correta restauracdo de modo a impedir a

microinfiltragdo marginal de microorganismos a médio/longo prazo ™ .

O sucesso da protecdo pulpar direta € discutido controversamente na literatura. Esta
controvérsia é devido ao facto de existirem diferentes causas para uma exposi¢do pulpar e pelo
potencial de regeneracao pulpar, apds a terapéutica, depender de varios fatores como a idade
do paciente, localizagcdo do dente na arcada, o status pulpar, prevengdo da contaminacdo
bacteriana durante o ato operatério, tamanho da exposi¢éo, controlo da hemorragia, qualidade

de selamento do material utilizado, restauracéo final e tempo de follow-up @* ).

5) Materiais para protecdo pulpar direta

O sucesso de uma protecdo pulpar direta esta diretamente relacionado com a técnica e o
material utilizado ®®. A remocdo da irritacio, o controlo da infecdo e a biocompatibilidade do
material sdo fatores criteriosos no sucesso da terapéutica ®®. O potencial dentinogénico do
tecido pulpar resulta de um efeito biologico indutivo do material utilizado mas, também, esta
relacionado com um mecanismo de cicatrizacdo do tecido pulpar afetado ®”. Avancos na
compreensédo da fisiologia pulpar, progressao da lesdo de carie, mediadores inflamatérios e
mecanismos de defesa pulpar, tém vindo a mudar a aproximacao clinica de remocgéo de carie e
0s protocolos de prote¢do pulpar direta @ 0O tecido pulpar possui um potencial de reparacao

tecidular que permite, desta forma, a formacgéo de dentina reparadora, como acima ja referido.

Historicamente, diferentes materiais tém vindo a ser utilizados em protecdes pulpares
diretas. Destacam-se 0s cimentos de iondmero de vidro modificados por resina, fosfatos de
tricalcio, resinas hidrofilicas e o hidréxido de célcio “?. A escolha do material para protecdo
pulpar direta deve ter em conta a sua capacidade antimicrobiana, a inducao de mineralizagdo e a

@9 0O sucesso do

capacidade de selamento, de modo a impedir posteriores microinfiltracdes
material € avalidado pela sua biocompatibilidade, pela morfologia e espessura da ponte

dentinaria formada e intensidade da inflamagcao pulpar @& 3%.

5.1) Hidréxido de Célcio

O hidréxido de calcio (HC) tem vindo a ser utilizado em diferentes situaces clinicas.
Depois da sua primeira introducdo em Medicina Dentaria, em 1920 por Herman, na Alemanha,
as suas aplicacdes clinicas incluem protecfes pulpares diretas, medicacdo intracanalar, técnicas
de apexificacdo e apexogénese, perfuracdes radiculares, fazendo parte também da composicao
de varios cimentos endodénticos #*3%). O HC é um dos materiais dentarios mais estudados, e
era classicamente utilizado como “gold standard” em testes de biocompatibilidade, devido ao seu
efeito direto ou indireto na reparacdo do tecido pulpar exposto ©¥. O mecanismo de reparacédo
pulpar através do HC ainda néo esta completamente esclarecido, no entanto, tem sido descrito
que o pH alcalino das solu¢cdes de HC pode solubilizar e libertar proteinas e fatores de

crescimento a partir da dentina. Estes eventos podem ser 0s responsaveis pela reparacao pulpar

10
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e formacdo de uma barreira de tecidos duros ®* 3% Devido ao seu elevado pH, verifica-se a
inducdo de uma camada de necrose de coagulacdo quando em contacto direto com o tecido
pulpar. Os produtos do HC ndo atuam como bioestimulantes nem séo biocompativeis. Verifica-se
que as células em contacto com o HC sao mortas devido ao seu pH alcalino, formando, entao,
uma camada necrética (zona de cauterizacdo) de espessura variavel ®*3**. De seguida, o tecido
pulpar subjacente vai ser responsavel pela reparagéo do tecido pulpar associada a formacao de
uma barreira de tecido duro. Num primeiro momento, verifica-se uma calcificacéo distréfica na
margem e, no interior, a deposicao de fibras reticulares imediatamente abaixo da zona granular,
onde as células odontoblastdides se vdo organizar e diferenciar para produzir dentina ®*. O pH
alcalino do HC neutraliza o acido lacteo proveniente dos osteoclastos, prevenindo a dissolucao
de componentes mineralizados do dente. Activa, também, a fosfatase alcalina que tem um papel
fundamental na formacéo de tecidos duros ©V. Apesar do longo tempo de utilizacéo clinica do
HC em diversas terapéuticas pulpares e das taxas de sucesso nos mesmos, varios estudos a
longo prazo evidenciam que este ndo possui as melhores propriedades para ser utilizado nestas
terapéuticas. Segundo diversos autores as desvantagens da sua utilizacdo passam pela
imprevisibilidade, ma adaptacdo a estrutura dentindria, degradacao gradual, ndo promocédo de
uma diferenciagdo odontoblastica consistente e, véarios estudos, referem ainda a sua

(19, 21, 22, 26, 27, 29, 33, 34, 36, 37, 38) A (dentina reparadora formada é também

citotoxicidade
caracterizada pelos defeitos em tilnel. Esses defeitos, existentes na ponte dentinaria, podem
levar & microinfiltracdo de microorganismos a longo prazo, ativar células imunitarias em

circulacéo, induzir irritacdo pulpar e levar a calcificacéo distréfica °.
5.2) MTA

Apesar da longa utilizacdo de materiais a base de HC para protecdo do complexo
dentino-pulpar, em grande parte devido ao seu potencial de indu¢cdo de tecidos duros e
consequente formacao de uma ponte dentinaria surgiram, entdo, novos materiais que vieram de
certa forma, substituir e colmatar algumas das desvantagens associadas ao HC. Um desses
materiais € o Mineral Trioxide Aggregate (MTA), introduzido em 1993 e desenvolvido por
Mahmoud Torabinejad na Universidade de Loma Linda (Califérnia). O MTA é um material a base
de silicato de calcio, reconhecido pelas suas carateristicas de bioatividade, biocompatibilidade e

capacidade de conducéo e inducdo de tecidos duros ¢

. Os principais constituintes do pé do
MTA sdo o éxido de célcio (CaO) e silicio (SiO) ®**V). Estes dois componentes constituem cerca
de 70-95% do cimento “. Quando estes componentes sdo misturados, é produzido silicato
tricalcico, silicato dicalcico e aluminato tricalcico “?. O MTA é conhecido por ser um cimento
hidraulico, uma vez que toma presa e é estavel em ambiente htimido “?. Na adicéo de agua,
forma-se um gel de silicato hidratado. Varios estudos reportam que a maior parte dos
componentes do MTA séo, entéo, o calcio e silica, bem como 6xido de bismuto. (Citado em (39)).

Diferentes fases estao presentes na reacao de presa do MTA dependendo de eventuais adi¢es

11
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de outros componentes que se possam fazer, modificando as suas propriedades @142 Ag
vantagens de utilizacdo do MTA como protetor pulpar direto passam pelo seu poder de
selamento, pH alcalino, forca compressiva, libertacdo de substancias, biocompatibilidade e
radiopacidade 1% 2% 24.26.29.39-41.43) ‘A canacidade de selamento deste material ndo é afetado
pela humidade ®% e ndo é reabsorvivel na presenca de fluidos ®®. Possui ainda elevada
resisténcia a penetracdo de microorganismos > 239 Em relacéo ao seu pH, este é cerca de
10.2 apés mistura ¢ *? e aumenta para 12.5 ap6s 3 horas @ 2439, O elevado pH do MTA esta
associado & constante libertacdo de célcio e consequente formacao de hidréxido de calcio %39,
O pH do MTA permite a libertacédo de fatores de crescimento da dentina adjacente, responsaveis
pela formacao da ponte dentinaria “* ?®, formagcéo essa também associada & sua capacidade de
selamento e biocompatibilidade ©®. A libertacdo de ides calcio vai também permitir a formacao
de uma linha intersuperficial de hidroxiapatite reacional, quando em contacto com os fluidos e
contribuir para a formacdo da ponte dentinaria ®®. O mecanismo de acdo do MTA é muitas

vezes associado ao do HC ©® 49

. No entanto, no caso do MTA, inicialmente verifica-se uma
desnaturacdo das células adjacentes e proteinas teciduais (essa desnaturagdo inclui algumas
bactérias que podem estar na regido exposta). Quando o material toma presa, verifica-se uma
mudanca no pH, diminuindo a desnaturacdo celular, ao contrario do que se verifica com o HC,
em que as lesdes celulares permanecem por longos periodos de tempo ©®. A atividade
antimicrobiana do MTA também esta associada ao seu pH. No entanto, esta atividade é limitada
a algumas bactérias facultativas e ndo tem efeito sobre bactérias anaerdbias estritas. Verifica-se,
também, que o nivel de significancia do MTA em promover proliferacéo celular, diminuicdo da
inflamac@o pulpar, libertacdo de citocinas e inducdo da diferenciagdo celular, o tornam um
material seguro e eficaz de utilizacdo clinica em protecdes pulpares diretas 9. As principais
desvantagens associadas a este material passam pelo seu potencial de descoloracdo, presenca
de elementos téxicos na sua composicao, dificuldade de manuseamento, longo tempo de presa,
preco elevado, auséncia de um solvente conhecido e dificuldade de remocg&do apos toma de
presa G0 38 (@ade 24) “Algym esforco tem sido feito em melhorar algumas das carateristicas do
MTA adicionando “? ou removendo diferentes elementos. No entanto, a tentativa de eliminar
estas limitacdes pode afetar as caracteristicas ideais deste material ®?. Neste sentido, novos

materiais a base de silicato de calcio tém vindo a ser desenvolvidos, um deles é o Biodentine™.

5.3) Biodentine™

z a

Biodentine™ ¢é um cimento bioativo a base de silicato de célcio, introduzido
recentemente, com propriedades idénticas a dentina, podendo mesmo ser utlizado como
substituto dentinario “**®. Tem vindo a demonstrar um efeito positivo em células pulpares vitais
e estimula a formacdo de dentina reparadora & ** %9 Este material é desprovido de aluminio e
sulfato de célcio, sendo constituido por um p6é que contém essencialmente silicato tricalcio

(regula a reacao de presa), carbonato de célcio (carga) e diéxido de zircénio (radiopacificador). A

12



Citotoxicidade de materiais indicados em protecdes pulpares diretas. Estudo in vitro

parte liquida contém agua, cloreto de célcio (acelerador) e um polimero hidrossoltuvel que é um
agente controlador da humidade. A diminuicdo do conteudo liquido permite diminuir o tempo de
presa. De uma forma geral, as suas principais vantagens em relagdo ao MTA séo o tempo de
presa curto (12 minutos), permitindo mesmo uma restauracdo corondria imediata, bem como

melhores propriedades mecanicas “® "

. As propriedades de manipulacdo do Biodentine™
também sao melhores que o MTA, uma vez que, apesar de requerer equipamento extra, a
manipulacéo é feita de forma automatizada durante 30 segundos, ao contrario do MTA em que
erros de manipulacéo e proporcao poder&o influenciar as propriedades do material *®. De forma
a melhorar as propriedades mecéanicas deste material, diferentes aspetos estdo envolvidos: a
tecnologia de biossilicato activo™ permite eliminar aluminio e outras impurezas; o tamanho das
particulas é fundamental, de modo a alcancar uma densidade de poé ideal e o carbonato de
célcio foi selecionado devido a sua biocompatibilidade e teor em célcio. Outro fator importante é
0 teor em agua. O seu excesso pode criar porosidade e diminuir a resisténcia mecanica, no
entanto, a sua diminui¢cdo pode criar uma mistura menos homogénea. Com a adi¢édo do polimero
hidrossoluvel, descrito como “agente redutor de agua”, é possivel manter o equilibrio entre o
baixo teor de agua e a consisténcia da mistura. Num estudo de Koubi G. et al. em que avaliou o
desempenho e seguranca do Biodentine™ em restauracdes de dentes posteriores, verifica-se
gue este material pode ser usado com sucesso até aos seis meses, momento a partir do qual se
comeca a verificar algum grau de abrasdo sem, no entanto, nenhuma descoloracéo marginal “2.
Atualmente, apesar das suas propriedades fisicas e carateristicas mecéanicas estarem ja bem
documentadas, ainda existe alguma limitacdo de informacdo no que se refere a citotoxicidade

desde material.
6) Citotoxicidade

A avaliacdo das propriedades e constituicdo dos materiais dentarios, tem vindo a
demonstrar particular interesse, ja que determinados componentes podem, eventualmente,
afetar os tecidos circundantes, interferir no processo de cicatrizagdo e/ou causar reacdes
alérgicas. A introducdo de novos materiais para utilizacdo em protecdes pulpares, como ja foi
referido, exige a necessidade de testar as suas carateristicas e efetuar o seu estudo comparativo
com materiais ja regularmente utilizados, cujos efeitos ja foram testados e sdo, portanto,

conhecidos.? %®

Os materiais utilizados nestes procedimentos, dado que sdo colocados em contacto
direto com tecidos vivos e/ou remanescentes celulares odontogénicos, podem provocar efeitos
adversos como citotoxicidade, inflamacdo ou proliferacdo. Tais condicbes podem levar a
degeneracao do tecido adjacente ao material, podendo atrasar ou inviabilizar a cicatrizacéo.
Assim, estes materiais deverdo ser ndo tdxicos, ndo mutagénicos e imunologicamente

compativeis com os tecidos circundantes @3 3% 42),
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A citotoxicidade é um fendmeno in vivo complexo, podendo levar a um largo espectro de
efeitos, desde a morte celular até alterac6es metabdlicas. Alguns estudos podem classificar um
material como nao-téxico por nao induzir alteragdes na proliferacdo celular, actividade
mitocondrial ou na sintese de DNA e, no entanto, o mesmo pode alterar algumas vias

metabdlicas, detetadas por outros ensaios ¢ 49

Dentro das varias metodologias recomendadas para estudar a biocompatbilidade e
citotoxicidade dos materiais dentarios em diferentes niveis de investigacdo, os testes de cultura
celular in vitro séo parte dos protocolos iniciais mais utilizados. Estudar a citotoxicidade é um
passo fundamental, pois permite perceber o mecanismo biolégico que produz o efeito citotoxico
e 0 mecanismo de accdo de diferentes materiais durante a interacdo material-tecido. O
documento de regulamentacéo que padroniza os testes de citotoxicidade in vitro e selecciona os

métodos mais adequados é a ISO 10993-5, estabelecida em 1992 “#% 49,

Geralmente, a citocompatibilidade destes materiais é testada com técnicas de cultura

celular, que utilizam linhas celulares ja estudadas.

Relativamente aos materiais com indicacdo para utilizagdo em prote¢des pulpares
diretas, varios estudos reportam para o elevado efeito citotéxico do HC em diferentes linhas
celulares, verificando-se uma diminuicao da proliferacdo e viabilidade celular ao longo do tempo,
comparativamente ao MTA 27345051 Eqte nor outro lado, apresenta menor efeito citotéxico,
fomentando a viabilidade e proliferacdo celular, em diferentes linhas celulares e ensaios

(23, 27, 34, 50-52)

realizados . Relativamente ao Biodentine™, apesar da informag&o limitada acerca

de parametros de citotoxicidade atualmente disponivel, alguns estudos remetem para uma

A (30, 38, 53)

resposta semelhante ao MT . No entanto, para o Biodentine™ efeitos citotéxicos

superiores sdo também relatados, apresentando, contudo, melhores propriedades fisicas ©¥.

Deste modo, 0 objetivo deste estudo experimental, é a avaliagdo da citotoxicidade in vitro
do novo cimento de silicato de calcio (Biodentine™), utilizado em protecdes pulpares diretas,
bem como de materiais que historicamente foram utilizados nesse sentido (Life®) e que
atualmente s3o considerados “gold standard” (White ProRoot® MTA). Assim, pretende-se efetuar
0 estudo comparativo dos materiais através de diferentes parédmetros de avaliacdo da
citotoxicidade.
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MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho pretendeu-se avaliar a citotoxicidade de trés materiais de utilizacdo em
medicina dentaria (Life®, White ProRoot® MTA e Biodentine™) e efetuar o seu estudo
comparativo. Para avaliacdo do efeito citotoxico, utilizou-se uma linha celular de fibroblastos

humanos (HFF1) e procedeu-se a realizacdo de estudos in vitro tal como descrito em seguida.
1. Culturas celulares

A linha celular de fibroblastos humana HFF1 (Human Foreskin Fibroblast) foi obtida
através da American Type Culture Collection (ATCC® SCRC-1041) e cultivada de acordo com
as recomendacdes do fornecedor. Assim, esta linha celular foi mantida a uma temperatura de
37°C numa atmosfera humidificada com 95% de ar e 5% de CO, em incubadora HeraCell 150.
Foi utilizado o meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM - D564 - Sigma),
suplementado com 10% de soro bovino fetal (Gibco® 2010-09), 100uM de piruvato de sédio
(Gibco® — 11360) e 1% de antibidtico (100U/mf de penicilina e 10U/m{ de estreptomicina;
Gibco® 15140-122).

2. Preparacdo do meio de cultura

Para preparacdo de 500ml de meio de cultura pesou-se 6,70g de DMEM em p6 e 1,259
de bicarbonato de sodio, que depois de diluido em agua ultrapura, o pH foi regularizado a 7,4
com recurso a solugfes concentradas de hidroxido de sédio (NaOH) e acido cloridrico (HCI). Na
camara de fluxo laminar, adicionaram-se 1,25ml de piruvato de sédio (25uM), 5ml de
antibiotico/antimicético (100 U/mL de penicilina e 10 yg/mL de estreptomicina) e 50ml de FBS
(Soro Bovino Fetal, do inglés Fetal Bovine Serum). Posteriormente filtrou-se a solucdo e, de
modo a permitir a manutencéo das células e estimular o crescimento celular foram utilizados

frascos de 75cm? de area com 15ml de DMEM suplementado com 10% de FBS.
3. Preparacao de placas para experiéncias

Para a realizacdo de subculturas celulares e preparacdo de experiéncias, as células
foram desagregadas do sustrato, na camara de fluxo laminar, através da lavagem destas com
PBS (Tampéo Fosfato Salino, do inglés Phosphate Buffered Saline), sendo posteriormente
adicionada tripsina. Apoés confirmagdo ao microscépio que as células se encontravam
destacadas foi colocado meio de cultura nos frascos, de modo a inibir a tripsina, e suspendeu-se

o conteudo de forma a torna-lo homogéneo.

Foram selecionadas placas com 96 pocos, tendo-se efetuado uma prévia contagem de
células, de modo a garantir uma quantidade aproximada destas em cada poco. Inicialmente o
plaqueamento foi realizado de acordo com o protocolo descrito acima. Apds isso, o contetdo foi
colocado num falcon e centrifugado a 1000G durante cinco minutos (Heraeus Multifuge 1L-R;

raio do rotor 18,7cm). ApOs a centrifugacdo, descartou-se o sobrenadante e os pellets foram
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suspensos num volume conhecido de meio de cultura. Procedeu-se a contagem de uma aliquota
da suspenséo celular corada com azul de tripano, em camara de neubauer, num microscopio
com ampliacdo de 100 vezes. Apds a contagem das células e o calculo da sua média podemos
calcular a concentracao celular que temos no tubo de falcon. Aplicando a férmula C,V,=C,V,, as
suspensdes celulares foram ajustadas a concentracdo pretendida de modo a distribuir 200 pL

em cada pocgo.
As placas foram incubadas overnight para permitir a adesao das células aos pocos.
4. Preparacdo dos meios condicionados e dilui¢cGes

De forma a analisar a respostar da linha celular de fibroblastos humanos (HFF1) aos
materiais para protecéo pulpar direta nos ensaios de citotoxicidade (MTT, SRB e Citometria de
fluxo), utilizando meios de cultura condicionados (de acordo com as diretivas da norma 1SO
10993-5), foram efetuados trés grupos: 1. Life® (KerrHawe, Bioggio, Switzerland), 2. White
ProRoot® MTA (Densply, Maillefer, Tulsa Dental Specialties, Ballaigues, Switzerland) e 3.

Biodentine™ (Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, France).

Os materiais foram preparados de acordo com as instrucdes do fabricante (tabela I).

Materiais Composicéo Manipulagéo Lote

Pasta — hidréxido de célcio,

6xido de zinco, butil benzeno

) sulfonamida Espatulacéo de acordo com
1.Life® ; 4989034
Catalizador — sulfato de as normas do fabricante

bario, dioxido de titanio,

salicilato de metila

Cimento portland 75%
Dosagem de acordo com as 13102906

) Oxido de bismuto 20% ]
2.White ProRoot® MTA normas do fabricante, mas a
Sulfato de célcio hidratado 5-  mistura efetuada em vibrador 12002493

1%

Silicato tricalcico - po e o .
Adicéo do liquido ao po

3.Biodentine™ Solugao aquosa de cloreto contido na c&psula; vibrador B06932

de calcio e excipientes durante 30 segundos

Tabela I: Composicéo e manipulagéo dos diferentes grupos (grupo 1-Life®, grupo 2- White ProRoot® MTA e grupo
3 - Biodentine™)

De modo a diminuir riscos de contaminac¢do durante os testes de citotoxicidade, os
materiais foram diretamente colocados com uma espétula, sob condi¢cbes assépticas na camara

de fluxo laminar, em placas de PVC com furos por forma a obter pellets com 3 mm de didmetro e
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1,5 mm de altura. De seguida, as placas foram colocadas na incubadora a 37°C com atmosfera
humidificada com 95% de ar e 5% de CO, durante 24 horas (Biodentine™) ou 72 horas (White
ProRoot®MTA e Life®) de modo a permitir a tomada de presa dos materiais. De modo a diminuir
0s riscos de contaminacdo, os pellets, ap6s terem sido removidos das placas de PVC e
colocados em placas de 6 pocos (figura 1), foram mantidos sob lampada UV durante 20 minutos

em cada face.

Figura 1: Distribuicdo dos materiais (cada poco contém um nimero conhecido de pellets).

De seguida, foram preparados os meios condicionados da seguinte forma: para cada
material colocou-se um numero conhecido de pellets em tubo de falcon com DMEM com 10%
FBS, de forma a cumprir as recomendacdes da norma ISO 10993-5: 82,4 mm? de material por ml
de meio de cultura. Posteriormente colocaram-se os falcon’s com meio condicionado na

incubadora, a 37°C durante 24 horas.

Apds 24 horas, para cada solugdo com concentracdo inicial (1/1) foram realizadas quatro
diluicbes (1/2; 1/4; 1/8; 1/16), onde metade do volume da solucdo inicial foi diluido em igual
volume de DMEM com 10% de FBS num falcon, formando assim a diluicdo de 1/2 e assim

sucessivamente (figura 2).

mi *#2ml %2 mi w2 ml x/2ml

mmmmm

Meio condicionado
V=xml V=xml -mmm V= mmm a.r_ummn v-mwah
%2 (DMEM) ml /2 (DMEM)mI  xf2(DMEM)ml  xf2 {DMEM] mi

Figura 2: Esquema representativo da elaboragdo do meio condicionado e respetivas dilui¢cdes.

5. Avaliacdo da atividade metabdlica

Para os testes de citotoxicidade, os meios condicionados iniciais e as suas diluicdes

foram colocados em contacto a linha celular de fibroblastos humanos (HFF1). Assim, 24 horas
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apos o plaqueamento, ja com as células aderentes no fundo dos pogos, o0 meio de cultura foi
removido e as culturas celulares foram submetidas a 200ul de meio condicionado nas suas
diluicbes de 1/1; 1/2; 1/4; 1/8; 1/16 e 200ul de meio de cultura (DMEM com 10% FBS) — grupo
controlo, sendo posteriormente colocadas a 37°C com atmosfera humidificada com 95% de ar e
5% de CO, durante 24, 72 e 120 horas.

Apls estes periodos, a atividade metabdlica foi avaliada pelo ensaio do 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), (5mg/m{; Sigma® M2128), um
ensaio colorimétrico que se baseia na capacidade de células metabolicamente ativas reduzirem
no meio intracelular o sal solavel de tetrazolio, dando origem a cristais de formazan, que é um

produto de cor azul escura, insolivel em agua.

Como ja descrito, efetuou-se o ensaio do MTT em meio condicionado referente as 24, 72
e 120 horas. Para cada uma das analises (24, 72 e 120 horas) foram plaqueadas trés placas de
96 pocos (Sarstedt® 83.1835), cada uma delas contendo meio condicionado com Life®, White
ProRoot MTA® e Biodentine™ nas diferentes concentragdes e meio de cultura DMEM (10%FBS)
como controlo. A distribuicdo das solugbes nas placas de 96 pocos esta descrita nas figuras 3 e
4-):

112 |3 |4 (|5 |6 7 & |9 |10) 11|12

A

B 11
C 1/2
D 1/4
E 1/8
F 1/16
G cT
H

Figura 3: Exemplo da distribuicdo dos meios condicionados relativamente ao ensaio do MTT (para cada material
e para cada tempo (24,72 e 120 horas) foi plagueada uma placa semelhante a acima representada). CT- grupo
controlo.

Em cada placa, dezoito pocos foram distribuidos em seis linhas horizontais (trés
pocos/linha). A cada poc¢o foram adicionados 200ul de meio condicionado, seguindo-se a ordem
de concentracdes descrita na figura 3, sendo que a ultima linha (G), corresponde o controlo
(DMEM 10%FBS). Em toda a volta, foi preenchida uma linha completa apenas com DMEM
10%FBS, de modo a garantir condicdes de humidade semelhantes entre os pogos. O
procedimento foi o seguinte: remocdo do meio contido em cada poco e posterior lavagem de

cada poco com 50ul de PBS; colocagdo, em cada pogo com contetdo celular, de 50 ul de
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solucdo de MTT em PBS (figura 4-11), procedendo-se posteriormente a sua incubacéo no escuro,
a temperatura de 37°C, durante toda a noite (overnight). No dia seguinte, apés o periodo de
incubacdo com a solugéo salina de MTT, foram adicionados 70 ul de uma solugédo de HCI 0,04M
em isopropanol (isopropanol acido) de forma a que os cristais insolaveis de formazan fossem
dissolvidos. De forma a facilitar a dissolugéo, as placas ficaram em agitagdo por um periodo de
30 minutos e posteriormente efetuou-se a suspensdo do conteddo de cada po¢o com uma
micropipeta (figura 4-111). A absorvancia foi determinada a um comprimento de onda de 570nm,
usando como referéncia o comprimento de onda de 620nm, num leitor automéatico de

microplacas de cultura, utilizando o espectrofotémetro ELISA (Biotek® Synergy HT).

Este ensaio colorimétrico constitui uma forma de avaliar a fungdo mitocondrial, uma vez
gue o composto é reduzido por células metabolicamente ativas devido a agcdo das enzimas
desidrogenases, principalmente através da acdo do complexo |l da cadeia respiratoria
mitocondrial, a succinato desidrogenase (SDH) ou succinato-coenzima Q redutasell. Verifica-se
gque as desidrogenases, no meio intracelular, tém a capacidade de clivar os anéis de tetrazdlio
do MTT e formar cristais de formazan, que é um produto de cor azul escura insolivel em agua.
Estes cristais de formazan podem posteriormente ser solubilizados e quantificados por meios
espectrofotométricos. Desta forma, a quantidade de cristais de formazan obtidos é diretamente

proporcional a quantidade de células viaveis.

Figura 4. Ampliacédo de placa de 96 pogos (Sarstedt® 83.1835). |: apds distribuicdo dos meios condicionados e
DMEM 10%FBS; II: ap6s colocacdo de solucdo de MTT em PBS; lll: apds uniformizacdo dos cristais de
formazan.

A atividade metabdlica foi expressa em percentagem relativamente as culturas celulares
controlo ndo submetidas a qualquer tratamento. A citotoxicidade foi expressa como a
percentagem de inibicdo nas culturas submetidas a acéo dos materiais testados correlacionada
com as culturas néo tratadas.
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6. Avaliagcdo da viabilidade celular

O ensaio do SRB constitui um marcador de citotoxicidade muito sensivel. A
sulforodamina B (SRB) é um corante anionico que se vai ligar as proteinas electrostaticamente.
O corante fixado, medido fotometricamente apés solubilizacdo, correlaciona-se com o contetdo

proteico e, previsivelmente, com a viabilidade celular.

Foi efetuado o ensaio do SRB em meio condicionado referente as 24, 72 e 120 horas.
Para cada analise da viabilidade celular (24, 72 e 120 horas) foram plaqueadas: uma placa com
96 pocgos (Sarstedt® 83.1835) contendo meio condicionado com Biodentine™ nas diferentes
diluicbes e meio de cultura DMEM 10%FBS (controlo), e uma placa com 96 pocos (Sarstedt®
83.1835), contendo meio condicionado com White ProRoot®MTA e Life® nas diferentes diluicées

e meio de cultura DMEM 10%FBS (controlo). (Figuras 5, 6 e 7-I).

1 2 3 4 5 6 |7 3 9 10 |11 |12

1/2

11

D 1/8

Figura 5: Exemplo da distribuicdo dos meios condicionados relativamente ao ensaio do SRB para o material
Biodentine™ (para cada tempo (24,72 e 120 horas) foi plaqueada uma placa semelhante a acima representada).
CT- grupo controlo.

1 2 3 4 5 6 7 |8 5 10|11 |12
A
B 12
;
D 1/8
E T
3
G Whits EreBogt® MTA Life®
H

Figura 6: Exemplo da distribuicAo dos meios condicionados relativamente ao ensaio do SRB para 0s materiais
White ProRoot® MTA e Life® (para cada tempo (24h,72h e 120 horas) foi plaqueada uma placa semelhante &
acima representada). CT- grupo controlo.
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Em cada placa, doze pogos foram distribuidos em quatro linhas horizontais (trés
pocos/linha) para cada material. A cada pog¢o foram adicionados 200pl de meio condicionado,
seguindo-se a ordem de concentragdes observada na figura, sendo que a linha E corresponde
ao controlo (DMEM 10%FBS). Em toda a volta, foi preenchida uma linha completa com apenas
DMEM 10%FBS, de modo a garantir condi¢cdes de humidade semelhantes entre os pogos. Apés
remocao do meio contido em cada poco e posterior lavagem com 50 ul de tampé&o fosfato salino
(PBS) em cada poco, promoveu-se a fixagdo das células através da adigdo, a cada pogo, de 50
ul de &cido acético a 1% (em metanol 100%) e deixou-se repousar no frigorifico durante uma
hora. Retirou-se a solucdo de fixacdo e lavou-se uma vez com agua ultra-pura (de modo a
remover o0s sais). De seguida, adicionaram-se 50 ul de SRB 0,4% (em &acido acético a 1%)
(figura 7-11) e incubou-se a temperatura ambiente, protegendo da luz, durante toda a noite
(overnight). Apés isso, lavou-se com agua corrente até se eliminar completamente o corante nao
ligado e deixou-se secar (durante trinta minutos). Adicionaram-se 100 pl de Tris.NaOH 10mM
com pH igual a 10 (figura 7-1Il) e efetuou-se a leitura da absorvéncia a 540 nm, usando um filtro

de referéncia de 690 nm num leitor automético de microplacas de cultura, utlizando o

espectrofotémetro ELISA (Biotek® Synergy HT).

Figura 7: Ampliacdo de placa de 96 pocos (Sarstedt® 83.1835). I: apés distribuicdo dos meios condicionados e
DMEM 10%FBS; II: apds colocacéo da solugdo de SRB; Ill: apos eliminagdo do corante néo ligado.

7. Avaliacdo dos tipos de morte celular

A citometria de fluxo € uma técnica utilizada para contar, examinar e classificar células
ou outras particulas bioldgicas microscépicas suspensas em meio liquido. Consiste num método
gue permite analisar simultaneamente, e num curto periodo de tempo, multiplas caracteristicas
fisicas e quimicas de células em suspensdo com recurso a um aparelho, com um feixe de luz de
um Unico comprimento de onda que é direcionado para um meio liquido em fluxo. Varios
detetores sé@o apontados ao local onde o fluxo passa através do feixe de luz, um na linha do
feixe de luz (forward scatter, FCS) e varios perpendiculares a este (side scatter, SSC), além de
um ou mais detetores fluorescentes. Cada particula suspensa que passa através do feixe
dispersa a luz de uma forma especifica, e os corantes quimicos fluorescentes encontrados na

particula ou a ela ligados podem ser excitados emitindo luz de menor frequéncia (ou maior
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comprimento de onda) do que o da fonte de luz. Esta combinag&o de luz dispersa e fluorescente
€ melhorada pelos detetores e, por analise das flutuacdes de brilho de cada detetor (uma para
cada pico de emissdo fluorescente), é possivel explorar varios tipos de informacdo sobre a
estrutura fisica e quimica de cada particula individual. O FSC correlaciona-se com o volume
celular e 0 SSC depende da complexidade interna da particula (por exemplo a forma do nucleo,
a quantidade e tipo dos granulos citoplasmaticos e a rugosidade da membrana). Neste trabalho,
esta técnica foi utilizada para avaliar o efeito dos materiais utilizados (Biodentine™, White
ProRoot® MTA e Life® ao nivel da morte celular. Assim foram determinados e caracterizados os
niveis de morte celular através da dupla marcacdo com a anexina V (AnV) ligada ao fluorocromo

isiotiocianato de fluoresceina (FITC) e com iodeto de propideo (IP).

Para a realizacdo dos estudos de citometria de fluxo as culturas celulares foram
preparadas a semelhanca do descrito para a avaliacdo da proliferacdo celular pelo ensaio do
MTT e SRB. Resumidamente, as culturas celulares foram incubadas durante 24 e 72 horas em
placas de 6 pocos com 2,5mL da diluicdo dos meios condicionados de 1/8, escolhida com base
nos resultados preliminares de avaliagcdo da atividade metabdlica pelo ensaio do MTT.
Realizaram-se controlos (DMEM com 10% FBS) em todos os ensaios. Para a andlise da morte
celular foram utilizados dois fluorocromos diferentes, a An-V e o IP, que permitem quantificar a
viabilidade celular distinguindo os diferentes tipos de morte celular, a necrose e a apoptose. A
An-V permite identificar as células que se encontram em apoptose, pois este fluorocromo liga-se
especificamente a fosfatidilserina, um fosfolipido da bicamada lipidica que, nas células em
apoptose, se desloca do folheto interno para o folheto externo da membrana celular. De forma
complementar, o IP € um corante que se intercala no DNA das células, marcando os nucleos
daquelas que se encontram em apoptose tardia ou necrose. Desta forma, recorrendo a dupla
marcacdo com An-V/IP é possivel distinguir quatro grupos de células: o grupo I, a que
correspondem as células vivas; o grupo ll, que engloba as células que se encontram em
apoptose inicial; o grupo lll, que associa as células que se encontram em apoptose
tardia/necrose; e o grupo 1V, que contém as células que se encontram em necrose. Deste modo,
as células pertencentes ao grupo |, isto €, as células vivas, apresentam-se negativas tanto para
a marcacdo com An-V como para a marcacdo com IP. As células incluidas no grupo II, em
apoptose inicial, apresentam-se positivas para a marcacdo com An-V e negativas para a
marcacdo com o IP. As células que se apresentam positivas para as duas marcacgdes, significa
que se encontram em apoptose tardia/necrose, pelo que compdem o grupo lll, enquanto as
células que se encontram em necrose e constituem o grupo IV apresentam-se negativas para a

marcacao com An-V e positivas para a marcacao com o IP, de acordo com a tabela Il
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Grupos Anexina V lodeto de Propideo

Grupo |

Células vivas

Grupo Il

Células em apoptose inicial

Grupo Il

Células em apoptose tardia/necrose

Grupo IV

Células em necrose

Tabela II: Padr6es de marcagdo com An-/IP para os diferentes grupos de células.

Para marcacdo com An-V/IP, utilizaram-se células obtidas apds centrifugacdo de uma
suspenséo celular a 300G durante 5 minutos. De seguida, retirou-se o sobrenadante e lavou-se
o pellet uma vez com PBS. Posteriormente, o pellet foi incubado com 100uL de tampao de
ligacdo (KIT Immunotech), 1uL de An-V-FITC (KIT Immunotech) e 5uL de IP (KIT Immunotech),
durante 15 minutos a 4°C, no escuro. Apés a incubacéo, adicionaram-se 400uL de PBS e
efetuou-se a analise no citdbmetro FACSCalibur (BD Biosciences) utilizando os comprimentos de
onda de excitacdo de 525nm para a An-V-FITC e 640nm para o IP. Os resultados aparecem sob

a forma de percentagem de células presentes em cada grupo.

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao software IBM® SPSS® Statistics,
versdo 20.0 (IBM Corporation, Armonk, New York, EUA). A analise descritiva das variaveis
guantitativas em estudo foi realizada pelo calculo de estimadores de tendéncia central, de
disperséo e de localizagao.

Na andlise inferencial, a normalidade de distribuicdo das variaveis quantitativas foi
avaliada segundo o teste de Shapiro-Wilk.

A comparagédo dos valores obtidos pelo ensaio MTT e SRB em cada condigdo com o
controlo foi realizado utilizado o teste t de Student para uma média, comparando com o valor
de padronizacdo (100 para o teste MTT e 1 para o teste SRB). Nas comparacdes entre as
condiches experimentais duas a duas foi utilizado o teste t de Student para amostras
independentes no caso de haver normalidade da distribuicdo dos valores ou o teste de
Mann-Whitney em caso contrario. Todas as comparacgfes foram corrigidas pelo método de
Bonferroni.

Foi considerado um erro tipo | de 0,05 para todas as comparagdes.
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RESULTADOS
Avaliacdo da atividade metabolica

Para avaliacdo da atividade metabdlica dos materiais utilizados em culturas celulares de
fibroblastos humanos (HFF1), foram utilizados os meios condicionados e respetivas diluicdes,
realizando-se posteriormente o ensaio do MTT. Este método determina a actividade metabdlica
celular. Ao grupo controlo, que cresce em condicdes ideais, foi-lhe atribuido o valor de 100%. Os
resultados expressam a média de pelo menos quatro ensaios. Na figura 8 esta representada
graficamente a dose-resposta aos meios condicionados com as respetivas diluicbes, para cada

um dos materiais as 24h, 72h e 120h, ap6s a sua administragdo nas culturas celulares.
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Figura 8: Atividade metabdlica das células sujeitas aos meios condicionados e respetivas diluigbes para 0 ensaio
do MTT. A) Life®; B) White ProoRoot® MTA; C) Biodentine™. O meio condicionado inicial foi sequencialmente
diluido em meio de cultura celular. As células foram expostas por um periodo de 24, 72 e 120 horas. Os
resultados expressam a média de pelo menos quatro ensaios. As diferencas estatisticamente significativas em
relacéo ao controlo e entre diluigdes (1/2 e 1/8) estdo assinaladas com * (P<0,05); ** (P<0,01) ou *** (P<0,001).

De uma forma geral, verifica-se que a atividade metabdlica dos materiais aumenta com o
aumento das diluicdes efetuadas (tornando-se o0 meio sucessivamente menos concentrado). No

entanto, no caso do White ProRoot® MTA, para diluigdes iniciais (1 e 1/2) néo se verifica uma
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diminuicdo da atividade metabdlica significativa relativamente ao grupo controlo, excepto para as
24 horas na diluicdo igual a 1 (p=0,015). Este material apresenta uma atividade metabdlica
relativamente constante, com pequenas oscilagbes, ndo apresentando diferencas
estatisticamente significativas com o grupo controlo nas restantes diluicbes e tempos avaliados.
Relativamente ao Life®, verificam-se diferencas estatisticamente significativas em relacéo ao
grupo controlo, para diluigcdes iniciais em todos os tempos (as 24 e 72 horas para as diluicdes de
1 e 1/2 (p<0,001) e as 120 horas para as diluicdes de 1, 1/2 e 1/4 (p<0,001)), observando-se
uma atividade metabdlica diminuida. De forma semelhante, o Biodentine™ também apresenta
diminuicdo da atividade metabdlica e diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao
grupo controlo, para diluicdes iniciais em todos os tempos (as 24 horas nas diluicdes de 1, 1/2 e
1/4 (p=0,015); as 72 horas nas diluicdes de 1 e 1/2 (p<0,001) e na diluicdo de 1/4 (p<0,045); as
120 horas nas diluicdes de 1 (p<0,001) e 1/2 (p=0,015)). Para a diluicdo de 1/16 também se
verificam diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controlo (as 24 e 72 horas
p=0,045), sendo que as 120 horas se verifica um aumento da atividade metabdlica e ndo uma
diminuicdo desta.

Numa anadlise entre diluicdes (1/2 e 1/8) verifica-se que existem diferencas
estatisticamente significativas tanto para o Life® como para o Biodentine™. Para o Life®, as 24 e
72 horas (p<0,001) e as 120 horas (p=0,015). Para o Biodentine, as 24 horas (p=0,006), as 72
horas (p=0,015) e as 120 horas (p<0,001). No caso do White ProRoot® MTA ndo existem
diferencas estatisticamente significativas entre as diluicbes (1/2 e 1/8).

Na figura 9 estédo representados os resultados comparativos que expressam a dose-
resposta da utilizacdo dos meios condicionados na diluicdo de 1/8 para cada um dos materiais
as 24 e 120 horas.
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Figura 9: Atividade metabdlica das células sujeitas ao meio condicionado na diluicdo de 1/8 comparativamente a
diferentes materiais e em diferentes tempos (24 e 120 horas). A) Life® vs White ProRoot® MTA; B) Life® vs

Biodentine™; C) White ProRoot® MTA vs Biodentine™. As diferengas estatisticamente significativas estédo
assinaladas com * (P<0,05); ** (P<0,01) ou *** (P<0,001).

Em relacdo a andlise comparativa da actividade metabdlica entre materiais, no caso do
Life® vs White ProRoot® MTA, para a diluicdo de 1/8, apesar de nado se verificarem diferencas
estatisticamente significativas, verifica-se que inicialmente ocorre um aumento da atividade
metabdlica do Life® (119,52%+7,49) e que tendencialmente diminui ao longo do tempo (120
horas) (89,71%%+13,52). Pelo contrario, o White ProRoot® MTA mantém a atividade metabdlica
inicial perto de 100% (98,32%1+6,48) e esta aumenta as 120 horas (118,61%z+5,16). Comparando
o Life® e o Biodentine™, para a mesma diluicdo, apenas se verificam diferencas estatisticamente
significativas as 24 horas (p=0,005). O Life® mantém a sua atividade como anteriormente
referido e, o Biodentine, inicialmente diminui a atividade metabdlica para 80,31%z+4,41, a qual
aumenta as 120 horas (125,93%24,02). Em relacdo ao White ProRoot® MTA e ao Biodentine™

nao se verificam diferencas estatisticamente significativas em nenhum dos tempos avaliados.
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Avaliagcdo da viabilidade celular

Para a avaliacdo da viabilidade celular dos materiais utilizados em culturas celulares de
fibroblastos humanos, foram utilizados os meios condicionados e respetivas diluicbes
determinadas com base nos resultados preliminares de avaliagdo da atividade metabdlica pelo
ensaio do MTT, realizando-se posteriormente o ensaio do SRB. A sulforodamina B (SRB) é um
corante anidnico que se vai ligar as proteinas electroestaticamente e, o corante fixado, medido
fotometricamente apés solubilizacdo, correlaciona-se com o conteddo proteico. Ao grupo
controlo, que cresce em condicdes ideais, foi-lhe atribuido o valor de 100%. Os resultados
expressam a média de pelo menos quatro ensaios. Na figura 14 esta representada graficamente
a dose-resposta da utilizacdo dos meios condicionados e respetivas diluicdes para cada um dos

materiais as 24, 72 e 120 horas, ap0s a sua administracdo nas culturas celulares.
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Figura 10: Viabilidade das células sujeitas aos meios condicionados e respetivas diluicdes para o ensaio do SRB.
A) Life®; B) White ProoRoot® MTA; C) Biodentine™. O meio codicionado inicial foi sequencialmente diluido em
meio de cultura celular. As células foram expostas por um periodo de 24, 72 e 120 horas. Os resultados
expressam a média de pelo menos quatro ensaios. As diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao
controlo e entre diluicdes (1/2 e 1/8) estao assinaladas com * (P<0,05); ** (P<0,01) ou *** (P<0,001).

Pela avaliacdo da viabilidade celular através do ensaio do SRB, verifica-se um

comportamento tendencialmente semelhante dos materiais, comparativamente a avaliagdo da
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atividade metabélica pelo ensaio do MTT. Numa andlise geral, a viabilidade celular do Life® e do
Biodentine™ aumenta com o aumento das diluicdes efetuadas e diminui com o tempo (Life®). No
caso do Biodentine”, esta Ultima observacdo em relacdo ao tempo ndo se verifica tdo
linearmente. Em relagdo ao White ProRoot® MTA néo se verificam diferencas estatisticamente
significativas em relacdo ao controlo em nenhum dos tempos observados nem em nenhuma das
diluicbes. Este material apresenta uma viabilidade celular elevada, mesmo em baixas dilui¢des,
com tendéncia a aumentar ao longo do tempo. Verificam-se diferencas estatisticamente
significativas do Life® em relacdo ao controlo, na diluicdo de 1/2 e 1/8, em todos os tempos
(p<0,001) e do Biodentine™ na diluicdo de 1/2 em todos os tempos, isto €, as 24 horas
(p=0,030) e as 72 e 120 horas (p<0,001).

Numa andlise entre diluicbes (1/2 e 1/8) verifica-se que existem diferencas
estatisticamente significativas tanto para o Life® como para o Biodentine™. Para o Life®, as 24
horas (p<0,001) e as 72 horas (p=0,045). Para o Biodentine™, verificam-se diferencas
estatisticamente significativas as 72 horas (p=0,012) e as 120 horas (p<0,001). No caso do White
ProRoot® MTA, tal como se verificou no ensaio do MTT, n&o existem diferencas estatisticamente
significativas entre as diluicdes (1/2 e 1/8).

Na figura 11 estdo representados os resultados comparativos da dose-resposta relativa a
utilizacdo dos meios condicionados na diluicdo de 1/8 para cada um dos materiais as 24 e 72
horas.
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Figura 11: Viabilidade das células sujeitas ao meio condicionado na diluicdo de 1/8 comparativamente a
diferentes materiais e em diferentes tempos (24 e 72 horas). A) Life® vs White ProRoot® MTA; B) Life® vs
Biodentine™; C) White ProRoot® MTA vs Biodentine™. As diferengas estatisticamente significativas estéo
assinaladas com * (P<0,05); ** (P<0,01) ou *** (P<0,001).

Em relacéo a andlise comparativa da viabilidade celular entre 0 White ProRoot® MTA e o
Biodentine™, tal como anteriormente verificado no ensaio do MTT, também nao se verificam
diferencas estatisticamente significativas. Neste caso, verifica-se uma viabilidade celular
semelhante para 0 White ProRoot® MTA (87,87%+8,48 as 24 horas e 85,62%+7,60 as 72 horas)
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e uma ligeira diminuicdo da viabilidade celular inicial para o Biodentine™(80,12+4,45), que
aumenta as 72 horas (88,11%z=11).

Avaliacdo dos tipos de morte celular

A avaliacdo dos tipos de morte celular foi realizada por citometria de fluxo, recorrendo a
dupla marcacdo com AnV-FITC e IP (figura 12). Esta marcacdo permite distinguir diferentes
populacgbes celulares: células vivas, células em apoptose, células em apoptose tardia e necrose
e células em necrose. Esta avaliacéo realizou-se em culturas celulares de fibroblastos humanos
e foi utilizado o meio condicionado na diluicdo de 1/8, escolhida com base nos resultados

preliminares de avaliagédo da atividade metabdlica pelo ensaio do MTT.
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Figura 12: andlise da viabilidade celular por citometria de fluxo com a dupla marcagéo AnV / IP. Os resultados
estdo representados na forma de percentagem de células viaveis, em apoptose, em apoptose tardia/necrose e
necrose para os tempos avaliados (24 e 72 horas) para cada um dos materiais e controlo. A) Controlo; B) Life®;
C) White ProoRoot® MTA; D) Biodentine™. Os valores obtidos resultam da média de ensaios preliminares com
n=4 para 0s materiais Life® e Biodentine™ (duas experiéncias independentes) e n=2 para o material White
ProRoot® MTA em que foi realizada apenas uma experiéncia. V: células vivas; A: células em apoptose; A/N:

células em apoptose tardia/necrose; N: células em necrose.
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Os resultados obtidos com este ensaio, corroboram de uma forma geral os resultados
obtidos nos ensaios anteriores. Este ensaio, para além de permitir avaliar a percentagem de
células vivaveis, permite igualmente perceber qual o tipo de morte celular das células nao
viaveis, resultando num valor total (células viaveis + células ndo viaveis) de 100%. O White
ProRoot® MTA mostrou ser o material menos citotéxico apresentando os valores mais altos de
células viaveis para ambos os tempos (89%+2,83 para as 24 horas e 86% para as 72 horas).
Dentro da pequena percentagem de morte celular, verifica-se que, em ambos os tempos,
ocorreu principalmente morte celular devido a necrose (6%+2,83). No caso do Biodentine™,
verifica-se uma percentagem de células viaveis de 72,3%+16,5 (24 horas) e de 73,4%%5,13 (72
horas). Em termos de morte celular, as 24 horas verifica-se essencialmente morte devido a
apoptose tardia/necrose (12,5%+9,26), ao contrario das 72 horas em que se verifica
maioritariamente morte celular devido a necrose (14,2%4,44). Finalmente, o material que
mostrou menor percentagem de células vidveis em ambos os tempos foi o Life®. Em termos de
células viaveis, apresentou uma percentagem de 65,8%=4,60 as 24 horas, diminuindo esta para
45,8%+5,17 as 72 horas. A morte celular corresponde essencialmente a apoptose tardia/necrose
tanto as 24 horas (21%15,24) como as 72 horas (26,2%+13,1). No entanto, neste Ultimo tempo,

também se verifica uma percentagem razoavel de morte celular devido necrose (18,2%+11.8).

30



Citotoxicidade de materiais indicados em protecdes pulpares diretas. Estudo in vitro

DISCUSSAO

Segundo a American Dental Association os testes de citotoxicidade com recurso a
células sao meios aceites para testar a biocompatibilidade dos materiais dentarios. Alguns
avancos neste tipo de testes tém vindo a oferecer métodos mais precisos para avaliacdo de
Nnovos materiais e compreensdo dos seus mecanismos de resposta in vivo, aumentando a
seguranca na sua utilizacao, ja que o contacto célula/material pode simular as condi¢des in vivo.
S&o varias as vantagens associadas aos testes de citotoxicidade in vitro comparativamente aos
estudos em animais e estudos clinicos em humanos, nomeadamente a possibilidade de controlo
do ambiente quimico como o pH, temperatura e pressao; o controlo de condi¢des fisiologicas
como as concentragfes de nutrientes e hormonas; a preservacdo; a validacdo da origem; o
historial e pureza que podem ser autenticadas e registadas; a replicacdo e variabilidade; o
controlo da dose, concentracdo e tempos de exposi¢cdo; o menor custo; os resultados mais
rapidos; a auséncia de questdes éticas e a padronizacdo da metodologia ¢ % *9. Contudo é
reconhecido que estes testes apresentam algumas limitacfes como a utilizacdo de células em
monocamadas, 0 que nao € fisioldgico e ndo reproduz a arquitectura tecidular in vivo, na qual as
células basais podem ajudar na reparacdo da agressdo a superficie. Deste modo, estes testes
decorrem sem qualquer contacto com o0 organismo e as varias interagbes complexas, que
constituem a resposta bioldgica, estdo ausentes. Além disso, deve ser tido em conta que a
presenca de efeito citotdxico in vitro ndo garante que o material seja citotoxico quando aplicado
o (42, 49)

in viv . Deste modo, uma particular preocupacédo deve ser tomada na extrapolagdo dos

resultados obtidos in vitro para as condic¢des in vivo.

Diferentes tipos de células podem ser utilizados para testes in vitro, sendo que estas
podem ser provenientes de linhas imortalizadas ou de linhas primarias. As linhas celulares ja
estabelecidas tém a vantagem de melhorar a reprodutibilidade dos resultados e sado
recomendadas pela International Organization for Standardization (ISO) para uma avaliacdo

primaria da citotoxicidade ©°

. Os fibroblastos, sdo o tipo celular mais predominante no tecido
pulpar e desempenham um papel fundamental na defesa deste, mediando a resposta
inflamatéria. Sdo também as células mais utilizadas para o estabelecimento de linhas celulares
permanentes e, portanto, utiimente utilizadas em estudos de citotoxicidade de diversos

compostos® *9. Desta forma, foi utilizada uma linha celular de fibroblastos humanos (HFF1).

Neste estudo foi utilizada a metodologia dos meios condicionados, em que foram feitas
diferentes diluicbes dos materiais de modo a obter uma relagéo dose-resposta®®. Apesar de ndo
se optar por um contacto direto material-célula, a grande vantagem de utilizacdo desta técnica
passa pela possibilidade dos produtos libertados pelos meios condicionados em contacto com as
culturas celulares e respetivas diluicdes, poderem manter uma relacdo com a citotoxicidade
celular, tendo em conta dois parametros essenciais: diluicdo e tempo. Para além disso é

reportado na literatura que hi uma inibicdo do crescimento celular aquando o contacto direto
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material-célula ®?. Além disso, é importante referir que os resultados da citotoxicidade obtidos
para um mesmo ensaio podem variar, para o0 mesmo material, devido a diferentes condi¢cdes
experimentais, tais como a utilizacédo de diferentes linhas celulares, o tipo de técnica utilizada, a
concentracdo dos extratos, a preparacdo do material e 0 seu tempo de presa (utilizacdo do

material com ou sem presa completa) e o tempo de exposi¢cdo ao meio de cultura.

Com os resultados de espectrofotometria obtidos pelo ensaio do MTT e SRB, no caso do
Life®, podemos verificar que & medida que a concentracdo do meio condicionado diminui, isto &,
fica sucessivamente mais diluido, a atividade metabdlica e viabilidade celular dos fibroblastos
(HFF1) aumenta. Verifica-se também que, ao longo do tempo, tanto a actividade metabdlica
como a percentagem de células viaveis diminui, apresentando valores superiores as 24 horas,
que tendencialmente diminuem até as 120 horas. Véarios estudos se propuseram a avaliar a
citotoxicidade do HC 27 3% 50.31.52.55) " Atyalmente reconhece-se que a formacéo de dentina
reparadora em resposta a este material pode ndo ser devido a capacidade bioindutiva do HC,
mas sim devido ao resultado de um mecanismo de defesa da polpa induzida pela natureza
irritante deste material. Sabe-se, também, que a resposta inflamatéria induzida pelo HC é
elevada e a citotoxicidade deste material € devida essencialmente ao seu elevado pH,
solubilidade e libertacdo de ides hidroxilo, conduzindo a morte celular por necrose ®. Num
estudo em que utilizam igualmente meios condicionados, o HC mostrou ser o mais citotdxico
comparativamente aos restantes materiais (White MTA, Gray MTA, castor oil bean cement
(COB) e Vitrebond). Nesse estudo, tal como os resultados aqui observados (e apesar de apenas
considerarem um periodo de observacao de 24 horas), verifica-se que a viabilidade celular, de
uma forma geral, também aumenta com a diminuicdo da concentracéo do composto no meio 3.
Num outro estudo, utilizando células da polpa de rato em contacto indireto com diferentes
materiais, verifica-se que o HC provoca elevados niveis de citotoxicidade, aumentando ao longo
do tempo (ap6s 72 horas quase todas as células se tornaram inviaveis) ©?. Da mesma forma,
Hirschman et al. verificaram, através do ensaio do MTT, que utilizando uma linha celular de
fibroblastos humanos sob meios condicionados, o HC mostrou ser o material para protecdes
pulpares diretas mais citotoxico, com diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao
controlo. Verificou-se igualmente que essa citotoxicidade aumenta ao longo do tempo (dois,

cinco e oito dias) ©°.

Os ensaios do MTT e SRB déao alguma informacédo acerca da fungdo mitocondrial e
viabilidade celular, respetivamente. No entanto, estes ensaios nédo revelam as alteracdes que
conduzem a ativacdo das vias de morte. Para tal avaliagdo recorreu-se a citometria de fluxo,
através da dupla marcacdo com An-V/IP. No caso do Life®, s 24 horas verificou-se morte celular
devido essencialmente a apoptose tardia/necrose. As 72 horas, a percentagem de células vivas

diminui, mantendo-se a tendéncia de morte celular devido a apoptose tardia/necrose. No entanto
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podemos verificar o aumento da percentagem de células que morreram devido a necrose
(18,2%).

Sabe-se que a exposi¢do das células a agentes citotoxicos pode conduzir a necrose ou
apoptose. Durante a necrose, verifica-se um colapso da membrana citoplasmética e as células
sofrem lise. A apoptose é geralmente caracterizada por um colapso interno dos organelos, uma
desintegracdo da membrana plasméatica em corpos vesiculares apoptéticos e a destruicdo do
material genético ®”. A eliminac&o celular das células por apoptose néo é detetada pelo sistema
imunolégico, enquanto que, a eliminacdo do contetdo intracelular das células necréticas para o
espaco extracelular origina uma resposta inflamatéria. A apoptose é essencialmente uma morte
celular programada, ndo afetando as células vizinhas. Wheater et al., nhum estudo com
fibroblastos humanos sob a ac¢do de meio condicionado com HC, verificaram que a exposi¢do
dos produtos sollveis a linha celular testada provocou uma toxicidade significativa, bem como
danos na membrana celular e interrupcdo da mitose ®®. Como ja referido anteriormente, essa
citotoxicidade esta relacionada com a solubilidade e libertagdo continua de HC devido ao seu
elevado pH ®* %% 5V Desta forma, verifica-se que este composto, quando em contacto direto com
as células pulpares, induz a formacdo de uma camada celular necrosada por coagulacéo (zona
de cauterizacdo). Essa camada celular mais superficial sofre morte celular devido,
essencialmente, a necrose, ocorrendo uma resposta inflamatéria dos tecidos envolventes, nos
quais, o tecido pulpar subjacente ir4 ser o responsavel pela reparagdo. Esta estd associada a
formacdo de uma barreira de tecido duro com uma organizacdo porosa ®* 3 Y como ja
referido. Infelizmente o processo de regeneracdo do tecido pulpar ndo pode ser observado neste
estudo in vitro. Aqui, apenas estéo disponiveis células dispostas em monocamadas, em que 0s
padrbes de citotoxicidade poderao estar sobrevalorizados e néo diretamente relacionados com o

modelo in vivo.

Relativamente ao MTA, a literatura mostra-se coerente acerca dos seus padrfes de
biocompatibilidade vindo, deste modo, a corroborar os resultados obtidos neste estudo. De
acordo com os resultados obtidos pelos ensaios do MTT e SRB, podemos verificar que o White
ProRoot® MTA mantém um padrdo relativamente constante ao longo tempo e em diferentes
diluicbes, no que se refere & actividade metabdlica e viabilidade celular dos fibroblastos Nos
ensaios referidos ndo existem diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo
controlo (apenas para no ensaio do MTT, na diluicdo igual a 1 as 24 horas). Verifica-se que,
mesmo com o meio condicionado mais concentrado, a atividade metabdlica e viabilidade celular
apresenta valores proximos de 100%, sendo que, apesar de ndo ser estatisticamente
significativa, observa-se uma tendéncia de diminuicdo da citotoxicidade ao longo do tempo.
Também ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas na comparagdo entre
diferentes diluicbes. Estes factos podem comprovar a limitada libertacdo de componentes
citotéxicos para o meio de cultura, que podera ser o principal responsavel pela insignificante

52)

toxicidade deste material ®?. De acordo com diversos estudos, o MTA apresenta um efeito
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citotdxico limitado, com resultados favoraveis quando comparado a outros materiais com a
mesma aplicacéo clinica @ 3450523455 ' comgo vimos no caso do HC, a intensa libertagéo de
componentes toxicos pode resultar em profunda area de necrose pulpar adjacente ao material ,
0 que pode interferir negativamente com a capacidade de reparacédo do tecido pulpar. O MTA, tal
como o HC, apresenta um pH alcalino responsavel pela libertagcdo de ides célcio. Apesar da
libertacdo de componentes alcalinos do MTA branco relativamente ao MTA cinzento ainda ndo
estar totalmente esclarecida, pensa-se que o White ProRoot® MTA apresente menor libertacéo
desses componentes alcalinos relativamente ao HC, mesmo apés a sua manipulacéo ©%. Sabe-
se, também, que o MTA branco apresenta menor concentracdo de Fe,O3 (0,15%) relativamente
ao cinzento (2,5%) ©”. Desta forma, a aplicacdo desse material sobre as polpas expostas
causara danos iniciais limitados ao tecido pulpar, resultando numa fina camada de necrose
imediatamente adjacente ao material, e, assim, permitindo ou mesmo participando diretamente
no processo de reparacdo num periodo de tempo mais curto e sem perda excessiva do tecido

local, favorecendo a manutencéo da elevada capacidade de reparacéo pulpar 2.

Neste estudo os materiais foram utilizados com presa completa. Ndo foi possivel a
avaliacdo sem presa devido, essencialmente, as dificuldades de manuseamento para
padronizagdo das dimensdes dos materiais para a aplicacdo desta técnica. No entanto, seria
interessante avaliar os diferentes padrdes de citotoxicidade dos materiais com e sem presa
numa perspectiva futura. Apesar disso, podera prever-se que a citotoxicidade dos materiais seja
maior quando este é recém-manipulado, libertando mais componentes citotéxicos no meio
aquoso. Contudo, num estudo de Yasuda et al., ndo foram observadas diferencas de
citotoxicidade entre o MTA recém-manipulado e com presa completa nos ensaios preliminares

(52)

realizados “”. Esta carateristica é importante devido ao longo tempo de presa deste material

(1655 minutos) em contacto direto com o tecido pulpar.

Num estudo in vitro, utilizando células de rato tipo odontoblasto (MDPC-23) e células
indiferenciadas da polpa (OD-21) verificou-se, através de citometria de fluxo, que o White
ProRoot® MTA néo induz apoptose celular e, por outro lado, estimula o aumento da sintese de
DNA. Neste estudo, também ndo sdo observadas diferencas entre a morfologia das células
sujeitas a0 material com ou sem presa, comparativamente ao grupo controlo. E interessante
verificar que ocorre um aumento da percentagem celular na fase S (sintese de DNA) e na fase
G2 (para as células MDPC-23) e aumento da fase S na linha celular OD-21. Apesar deste estudo
ter alguma limitacBes (o facto da membrana interposta entre o material-células néo representa o
efeito direto do material), pode-se observar o papel do MTA na sobrevivéncia celular e atividade
mitotica. A proliferacdo de células tipo odontoblasto e indiferenciadas da polpa pode explicar em
parte a capacidade do MTA induzir a formacdo de uma ponte dentindria (indutor de
dentinogénse), participando no processo de regeneracdo do complexo dentino-pulpar ¢”. Num
outro estudo utilizando células humanas da polpa (DPCs) verificou-se que o contacto direto

favoreceu o aumento de secrecdo de fatores de crescimento vasculares endoteliais e induziu a
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expressao osteo/dentinogénica nas DPCs, ocorrendo diferenciagdo em células tipo odontoblasto
(28).

Nos ensaios de citometria de fluxo realizados no presente estudo, a grande percentagem
de células viaveis as 24 e 72 horas (cerca de 90%), corrobora estudos anteriores efetuados e, a
pequena percentagem de morte celular devido essencialmente a necrose, podera corresponder
a libertac@o inicial de ides célcio. No entanto, ndo poderdo ser tiradas conclusdes assertivas
acerca deste ensaio, uma vez que para este material apenas foi realizado um ensaio,

constituindo um estudo preliminar.

Numa anélise comparativa entre o Life® e o White ProRoot® MTA, na diluicdo de 1/8,
apesar de nao haver diferencas estatisticamente significativas, verifica-se um ligeiro aumento da
atividade metabélica no caso do Life® as 24 horas. Essa observacdo podera corresponder a
reaccdo inflamatdria inicial provocada por este material, verificando-se as 120 horas uma
diminuicdo da actividade metabdlica, manifestando os seus efeitos citotdxicos ao longo do
tempo, como anteriormente referido. O White ProRoot® MTA inicialmente mantém valores
préximo de 100%, reportando a sua funcao inerte sob as células, e as 120 horas observa-se um
aumento da atividade metabdlica que podera estar relacionada com a sua capacidade indutiva

na regeneracao do complexo dentino-pulpar.

No caso do Biodentine™, através dos resultados obtidos pelo ensaio do MTT e SRB,
podemos verificar que para concentracoes iniciais (1, 1/2 e 1/4 - MTT e 1/2 - SRB) a
percentagem de atividade metabdlica e viabilidade celular € bastante inferior as restantes
diluic6es. Neste caso, também é possivel verificar que a medida que o meio condicionado se
torna sucessivamente mais diluido, a atividade metabdlica e viabilidade celular dos fibroblastos
aumenta. Verifica-se também que, ao longo do tempo, tanto a atividade metabdlica como a
percentagem de células viaveis tendencialmente aumenta, apresentando valores inferiores as 24
horas, que aumentam as 120 horas. De acordo com alguns estudos, a viabilidade celular esta

0. %8) Num estudo recente, em cultura celular de hDPSCs

dependente da diluicdo efetuada
(human dental pulp stem cells), verificou-se que para o Biodentine™, concentragbes mais altas
levaram a maior citotoxicidade. Apenas as concentracdes de 2mg/ml e 0,2mg/ml levaram ao
aumento da proliferacdo e viabilidade celular que, tal como os resultados obtidos neste estudo
também aumentou ao longo do tempo. Para concentragées mais elevadas (20mg/ml) houve uma
diminuicdo da proliferacéo celular e, para concentragées mais baixas (0,02mg/ml) ocorreu um
efeito insignificante. As células utilizadas neste estudo sdo reconhecidas por responderem ao
dano causado através da proliferagdo, migracdo, diferenciacdo e adesdo de modo a repor 0s

odontoblastos perdidos, principalmente através da sintese e secrecédo de dentina terciaria ©®.

Alguns estudos propuseram-se a analisar a citotoxidade do Biodentine™, fazendo muitos

deles, comparacdo com o “gold standard” MTA (0. 36 38, 4547, 53, 54, 58, 59)

. Na grande maioria,
independentemente da linha celular ou metodologia utilizada, referem que o Biodentine™ tem

uma eficacia semelhante ao MTA, podendo constituir uma alternativa viavel devido as suas

35



Citotoxicidade de materiais indicados em protecdes pulpares diretas. Estudo in vitro

vantagens em termos da manipulacdo, propriedades fisicas e tempo de presa. Referem ainda
que, ambos os materiais, sao livres de inflamacdo e induzem a dentinogénese, levando a
formacdo de uma ponte dentinaria compacta ©° *% %359 A inducdo de dentinogénese podera
também estar relacionada com uma modulacdo na secrecdo de TGF-B1 das células da polpa ©.
No estudo que efetuamos, uma comparacao direta do Biodentine™ com os restantes materiais,
para o ensaio do MTT, permite observar uma diminuicdo da atividade metabdlica inicial,
recuperando e aumentando as 120 horas. Apenas se encontram diferencas estatisticamente
significativas na comparacéo entre o Life® e o Biodentine as 24 horas, em que ha um aumento
inicial da actividade metabélica no Life® e uma diminuicido no Biodentine™. Comparativamente
ao White ProRoot® MTA, verifica-se a mesma tendéncia no MTT e SRB, sem diferencas
estatisticamente significativas em cada ensaio, no entanto, conseguimo-nos aperceber do papel
inerte do White ProRoot® MTA as 24 horas comparativamente ao Biodentine™.
Tendencialmente, em ambos, aumentam a atividade metabdlica e viabilidade celular ao longo do

tempo.

Alguns estudos recentes verificaram que o Biodentine™ inicialmente induz uma
diminuicdo da viabilidade e proliferacéo celular “® *" 5%, Corral Nufiez et al., observaram uma
diminuicdo da viabilidade celular inicial que depois é recuperada as 24 horas, comparativamente
ao controlo. As 72 horas a viabilidade dos fibroblastos é semelhante no Biodentine™ e MTA ©9.
Da mesma forma, Zanini et al., verificaram uma diminuic¢ao inicial significativa na proliferacéo das
células OD-21, que progressivamente aumenta ao longo do tempo “®. Algumas justificacdes
poderdo ajudar a compreender estes factos. No que se refere & diminuicdo da proliferacédo e
viabilidade celular inicial, pensa-se que podera estar relacionada com uma possivel libertacéo de
hidréxido de calcio a partir do material e o aumento induzido do pH, que foi inclusive real¢cado
por uma mudanca de cor no meio de cultura “®. Um estudo recente, revela que o Biodentine™
mostrou ser mais citotoxico que o MTA numa cultura celular de fibroblastos humanos, o que
poderia estar relacionado com a concentracao de metais pesados libertados em agua destilada.
No caso do Biodentine™ foram encontradas concentragdes mais elevadas de 5 metais pesados
(arsenio, cobre, ferro, magnésio e zinco) comparativamente ao MTA ®*. Uma possivel avaliacéo
dos excipientes também seria interessante. O aumento da proliferacéo celular que se verifica
posteriormente pode estar relacionada, essencialmente, com o préprio silicato tricalcico (que é

um dos seus principais componentes) e também com a presenca de ides célcio e silicio 3 9.

Uma vez que ndo se encontra na literatura nenhum estudo semelhante (utilizando os
mesmos materiais, linha celular, metodologia, tempo e ensaios realizados) serd importante frizar
novamente que os estudos existentes na literatura apresentam uma variabilidade subjacente
entre si e que, para o0 mesmo(0s) material(ais) podem-se obter resultados diferentes, de acordo
com todas as condi¢cdes experimentais e fatores referidos, bem como a prépria variabilidade
intrinseca do sistema bioldgico. Referir ainda que, em relacdo as diluicbes presentes neste

estudo, pretendeu-se efetuar curvas dose-resposta. Sabemos que no tecido humano o
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contingente celular é bastante superior aquele das placas de cultura. Além disso, 0 sistema

vascular permite ativamente uma diluicdo dessas substancias in vivo, 0 que ndo ocorre in vitro.

37



Citotoxicidade de materiais indicados em protecdes pulpares diretas. Estudo in vitro

CONCLUSAO
Com este estudo foi possivel retirar algumas conclusées:

A citotoxicidade dos materiais é dependente da diluicio do meio condicionado (Life® e

Biodentine™) e do tempo de exposicéo (Life®, Biodentine™ e White ProRoot® MTA).

A citotoxicidade do Life® aumentou com a concentracdo do meio condicionado e com o
tempo de exposicdo, apresentando elevados padrbes de solubilidade de componentes
citotdxicos, tornando-o um material pouco recomendavel para utilizagdo em contacto direto com
o tecido pulpar, nomeadamente em protecdes pulpares diretas.

O White ProRoot® MTA mostrou ser o material mais biocompativel, apresentando baixos
niveis de citotoxicidade mesmo em elevadas concentracdes. Este material tende a aumentar a
biocompatibilidade ao longo do tempo, aumentando a atividade metabdlica e viabilidade celular
da linha celular de fibroblastos humanos (HFF1). Deste modo, e tendo em conta as suas
caracteristicas, constitui um material recomendavel para utilizacdo em protecdes pulpares

diretas.

A citotoxicidade do Biodentine™, ao contrario do White ProRoot® MTA, mostrou ser
dependente da diluicdo do meio condicionado. Para concentracBes mais elevadas, apresenta
uma atividade metabdlica e viabilidade celular diminuida, embora superior ao Life®. Verifica-se
também que, de uma forma geral, a atividade metabdlica e viabilidade celular tende a aumentar
ao longo do tempo, apontando para a sua biocompatibilidade a longo prazo. Para além disso,
apesar de se verificar uma tendéncia inicial para diminuicdo da atividade metabdlica/viabilidade
celular (que posteriormente aumenta), ndo se encontram diferencas significativas deste material
com o White ProRoot® MTA para a diluicdo escolhida de 1/8. Desta forma, o Biodentine™
podera ser utilizado em protecfes pulpares diretas tendo em conta a sua biocompatibilidade,
propriedades fisicas, facilidade de manuseamento e tempo de presa curto. No entanto, mais
estudos a nivel dos padrdes de citotoxicidade deste material serdo necessérios para podermos

categoriza-lo e utiliza-lo seguramente como uma alternativa viavel ao White ProRoot® MTA.
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