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RESUMO

A pesquisa in vitro abordada no presente trabalho baseou-se na avaliagdo da
citotoxicidade de trés cimentos de uso endodéntico contendo resina epdxica: Sealer
26°, AH Plus® e Acroseal®. Para tal experimento, foi realizado o ensaio de difusdo
em agar com o corante vermelho neutro sobre células L-929, através da semeadura
em placas de 6 pocos, apds 48 horas da manipulagdo.Transcorridas 24 h em uma
estufa umidificada a 37°C com 5% de CO,, foi constatado a formagao de um halo
claro ao redor das amostras e dos controles positivos, relativos a citotoxicidade dos
espécimes dos cimentos. A medicao foi realizada por quadrante, de acordo com o
Protocolo  Operacional Padrao (POP/FIOCRUZ). Todos o0s cimentos
acima mencionados, apresentaram citotoxicidade, sendo que o cimento AH Plus®
obteve o melhor comportamento bioldgico, aferindo menor citotoxicidade, seguido

dos cimentos Sealer 26® e Acroseal®. Os dados estatisticos foram aferidos com a

aplicagao dos testes ANOVA e Student-Newman-Keuls, p<0,05.

Palavras-chaves: cimentos endodonticos, citotoxicidade, células L-929.
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ABSTRACT

The procedure of this in vitro research based itself on the evaluation of the
cytotoxicity of three sealers of endodontic use, epoxic resin base: Sealer 26°, AH
Plus® and Acroseal®. To such an experiment, after 48 h of manipulation were
accomplished by the agar diffusion methodology associated to the red neutral
colorant on cells L-929, trough the seeding in appliance of six cavities. After 24 hour
in a heater humidificated at 37°C with 5% of COy, a clear halo could be seen around
the samples and the positive controls, elating to the specimens cytotoxicity of the
sealers. The measurement was made according to Operational Protocol Standard
POP/FIOCRUZ. All the sealers presented cytotoxicity, but the AH PLUS® sealer
showed the best biological behavior, estimating the lowest cytotoxicity index followed
by the Sealer 26°® and Acroseal® which presented the worse index of biological
reactivity. The statistics data were estimated by the application of ANOVA and

Student-Newman tests, p<0,05.

Key Words: endodontics sealers; cytotoxicity; cells L-929.
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1 INTRODUCAO

Historicamente, no inicio do século XIX, varios materiais obturadores foram
introduzidos na Endodontia, sendo os metais os mais utilizados. Mas somente ap6s
0 advento das técnicas radiograficas, a real necessidade de um agente selador do
sistema de canais radiculares, no preenchimento de irregularidades e espacos
vazios com qualidades de selamento impermeavel foi constatada. Inicialmente, usou
os cimentos dentinarios, a colofénia na modelagem dos canais radiculares, cimentos
a base de formalina e fenol, finalmente em 1925, Rickert (apud GROSMAN 1956),
veio contribuir cientificamente com o emprego da associagdo dos cones de guta-
percha e cimento endodéntico, no selamento dos canais radiculares, desta forma,
aceita até os dias atuais.

Cada vez mais no meio cientifico, varios cimentos tém sido criados e
reformulados, na investigacdo de melhores propriedades fisico-quimicas e
biolégicas, com o propésito de associa-las a obtencdo de resultados clinicos
endoddnticos mais satisfatérios. Segundo os parametros biolégicos propostos,
conforme as especificacbes do documento n? 41 da Americam Dental
Association/American (ADA/ANSI), citam que os cimentos endoddnticos circulantes
atualmente no mercado, ndo apresentam biocompatibilidade com os tecidos
periapicais.

O ensaio de citotoxicidade, in vitro, € o primeiro teste na avaliacdo da
biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos biomédicos, de
acordo com as normas ISO 10993-5. O desenvolvimento de testes de citotoxidade e
seu reconhecimento pelos o6rgaos internacionais como Food and Drug

Administration, em 1993, e Organization for Economic Cooperation and
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Development, em 1987, tem favorecido a substituicdo dos ensaios que utilizam
animais de laboratério para o desenvolvimento no campo da pesquisa experimental,
in vitro, visando a aplicacdo de varios métodos, que tém sido padronizados pelas
organizagbes American Dental Association (ADA) e Federation Dental International
(FDI), tais como: método de difusdo, método de extragdo, método de contato direto,
método de inibicdo metabdlica, além dos métodos enzimaticos que assumem
relevancia no conhecimento de novas composicoes e  propriedades biolégicas
desses cimentos.

Os principios basicos da endodontia foram persistentes ao longo do
estabelecimento de novas descobertas, visto que, o que de fato se deseja na terapia
endoddntica é o controle efetivo da infecgao no interior dos canais radiculares. Assim
sendo, as células de defesa da regido periapical serao responsaveis pela eliminacao
de todos os irritantes, bactérias residuais, debris celulares, produtos de degeneracao
e particulas residuais dos cimentos seladores dos canais radiculares, sendo o
principal objetivo a inducdo do selamento biol6gico apical do canal radicular. Tal
fato depende da correta execucdo de todas as etapas de limpeza, modelagem e
principalmente da obturacdo completa dos sistemas de canais radiculares, com um
material inerte, anti-séptico, dimensionalmente estavel e biologicamente compativel
(INGLE, 1961; GUTTUSO e BUFFALO, 1963). Ainda, efeitos adversos advindos dos
cimentos, que podem levar insucesso tratamento endodéntico, pelo intimo contato
na interacdo com os tecidos apicais e periapicais que possam desenvolver efeito
citotéxico sdo pesquisados na literatura. Sendo assim, o objetivo da obturacdo dos
canais radiculares consiste na manutencdo da salde dos tecidos apicai

periapicais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Anteriormente aos anos 80, tiveram destaque as avaliagdes experimentais
direta em dentes de animais e a técnica da implantacdo em tecido conjuntivo
subcutaneo (TORNECK, 1967; LANGELAND et al., 1969; MOLLQOY et al., 1992).
Diante das dificuldades impostas pelas pesquisas in vivo, dentre elas os estudos
histolégicos, respostas inflamatérias e do hospedeiro, infeccdo no sitio de
implantagdo do material e outras adversidades que tornaram os testes de
biocompatibilidade, in vivo, inacessiveis ao controle das variaveis experimentais. O
conhecimento de novas aquisicoes experimentais foi necessario, assim como as
exigéncias dos ultimos 20 anos, entre elas a questdo social, deslocando o foco da
toxicologia da utilizacao de animais inteiros em pesquisa laboratoriais para células e
moléculas de seres vivos, comecando assim, a aquisicao de novas metodologias.
Esses avancgos cientificos trabalharam junto com fatores sociais e econdmicos, no
processamento das mudancas da avaliacdo do risco da seguranca e do potencial do
produto, convergindo em solugcdes mais rapidas, mais simples, econdmicas e
versateis na investigacdo da biocompatibilidade in vitro (WATAHA, CRAIG e
HANKS, 1992; STANLEY, ZIEMIECKI e SPANGBERG, 1993; ARAKI, SUDA e
SPANGBERG, 1994 BELTES et al. , 1997; SPANGBERG , 1998)

Strangeways e Fell (1926) foram os primeiros a estabelecerem a técnica de
cultura de tecidos in vitro, mas somente apds 30 anos, os materiais sintéticos foram
aplicados na investigacao dos problemas toxicol6gicos.

Exatamente, entre os anos de 1950 e 1960, comecaram as primeiras
investigacbes em cultura na avaliagdo dos materiais dentarios, inicialmente usando

cultura de tecidos ou 6rgaos inteiros de frangos e ratos, surgindo assim os estudos
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in vivo e in vitro de Rappaport em 1964, com a avaliagdo da reacdo tecidual,
toxicidade celular e capacidade bactericida de alguns materiais de uso endodéntico,
testados em quatro metodologias diferentes criando analogias de resultados, em que
algumas variaveis foram notadas, mas que exibiram uma resposta razoavelmente
uniforme, dentro de cada grupo de teste, quando todos os métodos foram
comparados.

Seguem os estudos in vitro, com Guess (1965), o precursor da metodologia da
difusdo em agar usando células L-929, na verificacdo da reatividade biologica dos
biomateriais.

Prosseguiram varias pesquisas de materiais odontolégicos com descobertas
cientificas no conhecimento da citotoxicidade, acorde estudos de Spangberg e
Farmington (1973), com as inovagbes in vitro, na implantagdo de uma nova
metodologia de avaliacédo longitudinal, com o emprego de marcadores radioativos na
observacdo do comprometimento da integridade da membrana, em cultura de
células L-929 e HelLa diante dos materiais sintéticos testados.

Mohammad et al. (1978), com aplicacdo da mesma metodologia, averiguaram
a citotoxicidade dos componentes da difusdo da solubilidade dos materiais
instituindo dois parametros para analise da monocamada celular. Vieram assim a
considerar a extensao da zona de descoloracao e areas de lises celulares. Os dados
de toxicidade celular foram insatisfatérios para o cimento AH 26, com 80% de lise
celular, apds a sua manipulagao.

Em 1978, Bebert (apud SACOMI et al., 2001), em pesquisas in vivo,
implementou-se alteragdes na composicdo do cimento AH 26® com a incorporagéo
de 20% de hidroxido de calcio, na obtencdao de melhores qualidades de

biocompatibilidade, constatadas em cortes histoldgicos, com a deposicao de tecido
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mineralizado em tecido conjuntivo subcutdneo de ratos, sendo logo depois langado
no mercado nacional o cimento Sealer 26°, a primeira associacdo de hidréxido de
calcio e resina epoxica .

Algumas consideracdes sao fundamentais para os testes de citotoxicidade
como o tipo de contato (direto e indireto), material/células, que devem ser
reconsiderados na avaliagdo dos resultados citotoxicos. Assim sendo, Yesilsoy e
Feigal (1985) puderam estabelecer padrboes do tamanho do filtro “Millipore” e
também, alternativas para a analise da resposta celular, tais como: o didmetro da
zona de inibicao, intensidade de manchamento do corante e areas de lise celular.

Nakamura et al. (1986) associaram 20% de hidréxido de calcio aos cimentos
AH 26° Neodyne® Canals®; a reducdo da citotoxicidade do cimento Neodyne
esteve presente com a menor degradacdo de células epiteliais, o que nao foi
observado com os cimentos Canals® e AH 26® que apresentaram de 85,6 & 99,7%
de lise celular.

Em 1988, Schmalz por meio de uma analise descritiva da metodologia de
difusdo em agar citou as vantagens, desvantagens e, algumas modificacdes
comparando-as com as dificuldades basicas associadas a outros sistemas in vitro.
Segundo o autor, os beneficios dos métodos de cultura em geral sdo que as
propriedades basicas dos biomateriais podem ser facilmente e, rapidamente
avaliadas com um custo baixo, caracteristicas de todos os sistemas in vitro, as quais
parecem ser especialmente referenciadas nessa metodologia.

Safavi e colaboradores, em 1989, desenvolveram na avaliacdo da
citotoxicidade in vitro, um método longitudinal que estabelece condicdes a

manutengdo da viabilidade celular em cultura, na presenga de toxinas, por um
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periodo de tempo prolongado, desta maneira estabelecendo possibilidades de
quantificar os efeitos quimicos toxicos as células.

Al-Nazhan e Spangberg (1990) investigaram as alteracbes morfolégicas de
fibroblastos do ligamento periodontal e de células L-929, as quais foram observadas
em microscopia o6ptica, frente as injurias quimicas dos cimentos endodénticos,
quando empregaram o método de liberacdo de radiocromo. Levaram em
consideracao as dificuldades encontradas na complexidade das variacdes quimicas
dos cimentos que sédo impostas aos testes de citotoxicidade e, a necessidade de
reformulacdo na abordagem das metodologias atuais empregadas, principalmente
quando do lancamento de novos cimentos endoddnticos.

Spangberg, Barbosa e Lavigne (1993) usaram o gas cromatografo na analise da
liberacdo de formaldeido nas composicéo dos cimentos N2® e AH 26®, 0 qual assume
um grau de citotoxicidade quando em contato com os fluidos teciduais, resultante da
decomposicdo da hexametilenetetramine em dois subprodutos, a aménia e
formaldeido, que sao participantes no mecanismo de citotoxicidade. Em especial, o
cimento N2® apresentou excessiva liberacdo de formaldeido, diferentemente do
cimento AH 26°.

Ainda em 1993, Barbosa, Araki e Spangberg em uma andlise conjunta dos
efetios citotéxicos dos cimentos Fillcanal®, N-Ricket®, FS® e Sealer 26° e das
metodologias radiocromo e camara de inser¢ao, em monocamada celular das células
L-929 e fibroblastos do ligamento periodontal, constataram a similaridade a situacao
clinica, com semelhanca na infiltracao dos cimentos aos tecidos periapicais, quando
empregaram a metodologia da camara de inser¢cdao. Em paralelo, os cimentos Sealer
26° e 0 AH 26®, apresentaram composicdes quimicas similares de baixos indices de

degradacéo tecidual de fibroblastos.
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De acordo com investigagbes in vitro, Beltes et al. (1995), a falta de
endurecimento e a solubilidade do cimento Sealapex®, em células L-929 e
BHK21/C13, foram os responsaveis pelas alteracbes morfolégicas celulares, com a
obtencao de uma menor densidade de células, comparada com o controle, decorrente
da alcalinidade do cimento.

Gerosa et al. (1995) verificaram a viabilidade celular dos cimentos endodénticos
AH 26° Pulp Canal Sealer®, Rocanal-R2®°, Rocanal-R3®, Bioseal® e
Endomethasona®. Na instalacdo de indices de citotoxicidade, os cimentos AH26® e
Rocanal-R2® tiveram resultados téxicos insatisfatorios, sendo observado um
decréscimo acentuado nas taxas de células viaveis no periodo de uma semana,
contudo, no periodo de duas semanas a taxa de densidade celular de fibroblastos foi
mais favoravel, em torno de 20%. Entretanto, observaram uma defasagem na taxa de
viabilidade celular em relacdo aos outros cimentos, reflexo da alta citotoxicidade
decorrente do maior potencial de degradacao celular.

Conforme Granchi et al. (1995), os estimulos negativos dos cimentos de uso
endoddntico devem ser considerados na Endodontia, pois sdo atuantes nas fases de
replicacao e diferenciacdo em células osteoblasticas (MG63). Essas alteracdes tém
relacdo com a manutencao da permanéncia de patologias periapicais.

Vajrabhaya et al. (1997) avaliaram o método colorimétrico da Sulforodamina B e
da liberacdo de Cr®'. Os resultados evidenciaram o melhor desempenho do corante
nos testes de citotoxicidade, devido ao menor custo e facilidade de emprego da
técnica.

No mesmo ano Vajrabhaya et al. (1997) pesquisaram duas diferentes
espessuras de camadas de células na resposta dos efeitos téxicos dos cimentos com

o corante Sulforodamina B, na possivel tentativa de exclusdo de uma das etapas
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laboratoriais da andlise da biocompatibilidade, como exemplo a etapa dos testes in
vivo, quando empregaram O uso da multicamada na simulagcdo dos tecidos
periapicais, onde a difusdo dos seladores dos sistemas de canais radiculares
instituiria efeitos toxicos. Porém, respostas similares foram encontradas em ambas as
culturas.

Cruz et al. (1998) compararam a sensibilidade dos métodos de difusdo em agar
e de extracdo em células RC-IAL ( linhagem de células fibroblasticas de rim de
coelho) e HelLa ( linhagem de células epiteliais de carcinoma de colo de utero
humano), onde foram utilizadas 50 amostras de materiais médico-hospitalares, com a
finalidade de observar os indices de citotoxicidade por meio dos halos de inibicao, ou
seja, pelo maior percentual de células mortas. Ficaram evidentes nos resultados
encontrados, a prevaléncia da sensibilidade da linhagem celular RC-IAL e do método
de difusdo em agar perante aos materiais sintéticos testados.

De acordo com Bratel et al. (1998) foram observados os efeitos alérgicos e
imunolégicos com a proliferacdo de células B e T, induzidas quando na presenca
dos cimentos endoddnticos AH 26® e Endomethasona®.

Geurtsen et al. (1998), em pesquisa in vitro, analisaram os danos quimicos
promovidos pelos cimentos endodénticos na analise do crescimento celular com o
emprego do método de extracdo. Duas determinantes foram significativas na
efetivacao da degeneracao celular: o material empregado e a linhagem de células.

Segundo Koulaouzidou et al. (1998), a biocompatibilidade e capacidade de
selamento dos cimentos endoddnticos sdo caracteristicas indicadoras de sucesso
clinico na terapia endodbntica. Os autores em pesquisa, in vitro, testaram trés
cimentos a base de resina epdxica, materiais com garantias de propriedades fisico-

quimicas aplicadas desde 1950, assumindo adesividade as paredes dos canais



34

radiculares. Assim sendo, o AH 26® vem sofrendo algumas modificaces na sua
constituicdo quimica, a fim de torna-lo mais biocompativel, a exemplo dos cimentos
resinosos TopSeal® e AH Plus® Desde entdo, foram investigados quanto a
exposicdo de danos téxicos a cultura celular através dos percentuais de células
viaveis na Camara de Neubauer e do espectrofotobmetro, o que resultou em efeitos
citotéxicos similares dos cimentos AH Plus® e Topseal®.

Osério et al. (1998) testaram a citotoxicidade dos extratos dos cimentos
endoddnticos e cimentos retrobturadores em cultura de células L-929 e fibroblastos
gengivais humano, dimensionados com o emprego do teste metiltetrazolium (MTT) e
do cristal de violeta. Os menores indices de riscos biolégicos foram apresentados
com 0s cimentos retrobturadores e 0 maior grau de sensibilidade com as células L-
929.

As alteragdes citotdéxicas ndao sao suficientemente consideradas em muitos
testes de genotoxicidade e mutagenicidade. Leyhausen et al. (1999), em avaliacéao
simultanea de genotoxicidade e citotoxicidade, julgaram como necessaria a
interpretacado correta da citotoxicidade com parametros de checagens adquiridos
com o Umu test, de duplos resultados. O mecanismo de citotoxicidade do cimento
AH 26° tém sido amplamente investigado pelos testes procariontes (Umu e Ames)
e eucariontes (DIT, V79) comprovando sua citotoxicidade. Com as mesmas
finalidades de conhecimento, a aplicacdo de testes simultaneos como 3T3
monocamadas, Umu, DIT e Ames foram executados e determinaram ligeira
citotoxicidade ou auséncia de inibicdo do crescimento celular quando em analise o
cimento AH Plus®.

A presenca de formaldeido nos tecidos estabelece efeitos negativos tais como

necrose, inflamacado e mutagenicidade e assim, posterga as condicdes de reparo
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biolégico aos tecidos periapicais. Leonardo, Silva e Tonomaru Filho (1999)
quantificaram a liberagao de formaldeido dos cimentos AH 26®, Endometasona®, AH
Plus® e Top Seal® com o teste Infravermelho e Espectroscépio Eletrdnico. A
umidade e temperatura foram fatores afins de correlatas liberagdes de formaldeido.

Os avancos dos biomateriais nas mais diversas especialidades odontolégicas
tém sido aplicados na promocao de melhores propriedades bioldgicas. Telli et al.
(1999) encontram auséncia de citotoxicidade pesquisando os cimentos a base de
fosfato de calcio (CRCS®), no teste metiltetrazoluim (MTT) em células L-929. Com
efeito, o fosfato de célcio que tem sido muito utilizado em implantodontia no reparo e
defeitos 6sseos, osseointegracao, reparo de fendas palatinas e na endodontia em
reparo de perfuracdes, apexificacdo e no capeamento pulpar. Diferentemente, o
cimento AH 26° apresentou um comportamento agressivo em cultura de fibroblastos
nas mais diferentes concentracdes conferidas nesta pesquisa.

Em 2000, Azar e colaboradores utilizaram um filtro de aluminio como barreira
fisica entre as células e os cimentos, no impedimento do contato direto dos cimentos
endoddnticos AH 26%, AH Plus® e OZE®, em 10 intervalos de tempo com o corante
vermelho neutro. Ao observarem na microscopia as mudangas morfolégicas
celulares e o nimero de células viaveis no espectrofotdmetro, o cimento AH 26°
desenvolveu desempenho insatisfatorio de citotoxicidade no intervalo de 7 dias, com
uma reducdo substancial apds esse periodo. Por fim, o cimento AH Plus®
apresentou efeitos menos duradouros, isto €, de 1h a 4h, ndo observados apés esse
periodo.

Ainda em 2000, Cohen investigou os resultados de citotoxicidade dos cimentos
AH Plus® e AH 26°, com o método de difusdo em agar com aplicacdo de filtros de

papel estéreis, apontando os componentes bisfenol e amina, atuantes nos niveis
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de avaliagcdo da citotoxicidade, embora estes sejam integrantes necessarios no
processo de polimerizacao das resinas epoxicas.

Huang et al. (2000) mensuraram a viabilidade celular pela acdo da enzima
intracelular desidrogenase lactica (DHL), em cultura de células, com o uso dos
cimentos endoddnticos AH 26® e AH Plus® que apresentaram potencial adverso em
hepatécitos de ratos, quando adicionaram 0,04% do cimento AH 26 e 0,1% do
cimento AH Plus®. A presenca de alteragdes morfolégicas foi mais persistente com o
cimento AH 26°,

Leonardo et al. (2000), segundo suas conclusbées em pesquisa in vitro, a
solubilidade dos cimentos foi determinante na analise da citotoxicidade,
dimensionada com o0s niveis de peréxido hidrogénio, produto resultante da
fagocitose dos cimentos, na aplicacdo do método Elisa, utilizando os cimentos a
base de hidroxido de calcio (Sealapex®, CRCS®, Apexit® e Sealer 26%), e um
cimento & base 6xido de zinco e eugenol (Fill canal®), semeados em cultura de
macréfagos da cavidade peritonial de ratos. Na finalizagdo dos resultados, os
cimentos Sealapex® e Apexit® obtiveram o maior grau de citotoxicidade,
diferentemente do cimento Sealer 26°.

Mileti¢ et al. (2000), com o emprego de 0,01 mL dos extratos dos cimentos AH
Plus®, AH 26°, Diaket® e Apexit®, buscaram a investigacdo dos efeitos citotoxicos
em cultura de células HelLa e L-929. Os danos quimicos as células foram estimados
no microscopio, com leitura de resultados na taxa de sobrevivéncia celular, nos
intervalos de tempo de 24h, 48h e 120 h. Desde entdo, o cimento AH Plus®
apresentou alto potencial de degradacao celular e, até mesmo, em igualdade de

percentuais toxicos com o cimento AH 26°.
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Conforme as diretrizes internacionais, os dispositivos médicos devem ser
investigados nos aspectos mutagénicos e genotoéxicos, portanto Schweikl e Schmalz
(2000) testaram a formacdo de nucléolos com o extrato do cimento AH Plus® nas
diluicbes de dimetilsulféxido (DMSQ) e do cloreto de s6dio, uma alternativa ao teste
de mutacbées cromossomiais. A citotoxicidade e mutagenicidade as células V79
foram inferidas a cabo do solvente na diluicdo das amostras dos cimentos. Foram
evidentes as diferencas nos resultados dos extratos do cimento AH Plus® diluido em
cloreto de sbédio, que apresentaram niveis de citotoxicidade 10 vezes menor do que
com as diluicoes em DMSO.

Poucos estudos in vitro tem sido direcionados para a avaliacao dos efeitos dos
componentes dos cimentos endoddnticos no sistema celular, assim como as
alteracoes das caracteristicas funcionais e morfolégicas no tecido conjuntivo, que
sdo moduladas pelas endotoxinas que induzem inflamacdo acompanhada pelo
aumento da producédo de prostaglandinas E> (PGEy). Willershausen et. al. (2000)
advertiram que a presenca de hidroxido de célcio na composicdo dos cimentos
favorece a alcalinidade do meio de cultura, o que ocasiona variacao da liberagao de
prostaglandinas E> . O potencial da liberagcdo de prostaglandinas foi estabelecido
pelo cimento pesquisado e a linhagem de células na biocompatibilidade dos
cimentos Sealapex®, Endion®, Super-Eba® Ketac-Endo®, AH Plus® e mais um
cimento a base de hidroxido de calcio e guta-percha. Destacaram os fibroblastos
humanos dipléides como modelo apropriado para as pesquisas, in vitro, nos testes
de novos materiais.

Figueiredo e colaboradores em 2001 observaram através da analise histolégica
pelas metodologias de implantagdo com as técnicas de tubos de polietileno e da

injecdo na mucosa que os cimentos N-Ricket®, Fillcanal®, AH 26® e Sealer 26°, que
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a adicao de hidroxido de calcio, na composicdo dos cimentos resinosos, associa
caracteristicas fisico-quimicas amplamente favoraveis levando a uma melhor
resposta biolégica participativa no processo de cicatrizacao.

Hunag, Lii e Kao (2001) avaliaram os niveis de Glutatione (GSH) e o stress
oxidativo, com infiliracdo de desidrogenase lactica, em hepatécitos de ratos, que
foram referéncias no comprometimento da integridade da membrana celular
mitocondrial, na presenca dos cimentos endoddnticos Canals®, Sealapex®, AH 26°
e AH Plus®, a exemplo da citotoxicidade de substancias e degradacdo de seus
produtos. Niveis minimos de concentracoes de Glutatione (GSH) sdo promissores a
ruptura da estrutura do DNA celular, com subsecutivo evento de apoptose. A adicao
de um agente antioxidante talvez ofereca um aumento na viabilidade celular,
segundo esses autores.

Sacomi et al. (2001) investigaram uma nova proposta de biocompatibilidade
através da adicdo de 20% de hidréxido de calcio ao cimento Sealer 26°. Apesar das
excelentes propriedades desse farmaco, as diferencas biolégicas nao foram
significativas entre os cimentos Sealer 26® e Sealer 26® Modificado.

A biocompatibilidade dos materiais é pesquisada em trés etapas: em cultura de
células, implantagcdo em tecidos e aplicacdo em vivo, sendo a execucao das duas
ultimas etapas dependentes do potencial citotoxico dos materiais a serem
pesquisados. Tai, Huang e Chang (2001) avaliaram a citotoxicidade dos cimentos
endoddnticos AH Plus®, Canals® e N2°, em duas culturas de células primarias
humanas de fibroblastos orais, € na linhagem de células permanentes de hamster
(V79). O cimento AH Plus®, substituto do cimento AH 26°, apresentou-se citotoxico

nas trés linhagens de células, devendo-se tal fato a permanéncia da resina epéxica
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em sua férmula. Em uma escala de niveis crescentes de citotoxicidade os resultados
encontrados foram: AH Plus®<Canal® = N2°.

Novas alternativas de avaliacdo dos ensaios de citotoxicidade in vitro tem sido
regulamentadas por algumas organizacdes reconhecidas mundialmente, como a
Americam Dental Association/American (ADA/ANSI) e a International Standard
Organization (ISO), entretanto, novas metodologias surgem buscando a facilidade
dos procedimentos no campo da pesquisa biolégica. Senne (2001) em pesquisa
laboratorial avaliou a viabilidade e as alteracbes morfolégicas em fibroblastos,
perante os cimentos endoddnticos Sealer 26°, AH Plus® e o Endofill®, em trés
intervalos de tempo. Simultaneamente, comparou a sensibilidade de dois métodos
de coloracdo: o azul de Trypan e um corante fluorescente a base de brometo de
etidio. A menor capacidade de citotoxicidade estabeleceu-se com o cimento AH
Plus®. As duas metodologias aplicadas foram eficazes na checagem dos resultados
téxicos dos cimentos apresentados. As composicdes dos cimentos Endofill® e Sealer
26° apresentaram maior sensibilidade com o uso do corante FluoroQuenct™.

Holland et al. (2002) usaram o teste Von Kossa empregando os cimentos
MTA®, CRCS®, Sealapex®, Sealer 26° e Sealer Plus® com a proposta de observar a
formagdo de estrutura mineralizadas. Segundo afirmativa dos autores, todos os
cimentos exibiram estruturas mineralizadas, quando consideraram os indices de
deposicao de sais de calcio nos periodos de tempo de 7 a 30 dias.

Conforme observacdes de Huang et al. (2002), os cimentos AH 26°, AH Plus®,
Canals® e Sealapex® foram capazes de inibir a atividade metabélica quando usado
o método de reducédo do tetrazolium bromide em células do ligamento periodontal
humano (PDL) e células permanentes V79, em periodos de tempo de 1, 2, 3 e 7

dias. Assim sendo, listaram os cimentos em ordem decrescente de citotoxicidade
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Sealapex®, AH Plus®, AH 26°, Endometasona® e N2®, ao mesmo tempo observaram
que a solubilidade dos materiais infere na inibicAo da atividade metabdlica das
células.

Segundo Neff, Layman e Jeansonne (2002), a temperatura é um fator
predominante na adesdo, na proliferacdo celular e na diferenciacao toéxica dos
cimentos endodénticos, portanto propbs observar em pesquisa in vitro, com 0
emprego do teste Cy Quant”, a relagdo do aquecimento da técnica de obturacdo da
condensacao vertical com os danos causados nos produtos constituintes dos
cimentos como o eugenol, formaldeido e alguns ions dos cimentos endoddnticos
AH Plus®, AH 26%®, Roth 801®, Roth 811®, Kerr Pulp Canal Sealer®, Sealapex® e
Dentalis®. A acdo da temperatura, desde que elevada, deve ser considerada na
proliferacdo e ades&o das células perante os cimentos AH Plus® e AH 26°.

Segundo Pulgar, (2002), as alteracées nas fungdes enddcrinas e imunolégicas
estiveram presentes na avaliacdo dos resultados de citotoxicidade dos cimentos AH
26° e AH Plus®. Os efeitos bioldgicos negativos constantes nos cimentos devem-se
de fato ao monémero BisGMA, o maior componente dos seladores endoddnticos em
questdo, a partir do Bisfenol A (BPA) e do metacrilato de glicidila (GMA). As
concentracdes dos cimentos, in vitro, devem ser ponderadas na clinica endoddntica.

Schwarche, Leyhausen e Geurtsen (2002) aferiram o desempenho da inibicao
do metabolismo da mitocéndria no teste da compatibilidade de cinco cimentos
endoddnticos: N2°, Endometasona®, Apexit®?, AH Plus® e Ketac Endo®. Os
cimentos N2° e Endometasona® tiveram comportamentos desfavoraveis perante as
linhagens 3T3 e de fibroblastos do ligamento periodontal, em qualquer intervalo de

tempo. O extrato do cimento AH Plus® proporcionou uma maior magnitude na
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inibicdo da atividade mitocondrial nos periodos de Oh, 1h e 5h, todavia, apds esse
intervalo, ratificou moderada e inclusive auséncia de citotoxicidade.

Camps e About (2003) usaram as diretrizes da ISO e a técnica “root- dipping”
no exame da citotoxicidade dos cimentos AH Plus®, Cortisomol® e o Sealapex®, em
células L-929. A discrepancia dos valores numéricos encontrados deve-se a
diferenca da interface material/células nas metodologias envolvidas nessa pesquisa,
a auséncia de reatividade celular nas metodologias propostas esteve direcionada
para o cimento AH Plus®.

Gambarini et al. (2003) investigaram a citotoxicidade do FibreFill®, que possui
as caracteristicas clinicas de duplo uso, ou seja, de selador endoddntico e de
cimento de nudcleos de fibra para restauracdo coronaria, comparando-o com
Acroseal® e Bioseal®. Empregaram amostras dos cimentos em cultura de
fibroblastos de ratos (3T3) para verificar a vitalidade celular com o teste da captacao
do vermelho neutro (NRU), que avalia a permeabilidade da membrana. Os melhores
resultados alcancados, em grau de citotoxicidade em escala de valores crescentes,
foram encontrados com os cimentos Acroseal®, Bioseal® e FibreFill®.
Estatisticamente ndo foram encontradas diferencas significantes entre os materiais
pesquisados.

O po e o liquido de alguns materiais de uso odontolégicos foram utilizados no
ensaio de citotoxicidade em células L-929, na verificacdo da integridade das
mitocondrias e dos lisossomos em presenca da quimica desses componentes. A
reducdo da viabilidade celular e 0 aumento na sensibilidade no metabolismo das
mitocOndrias foram mais notaveis quanto aos riscos biolégicos, na presenca dos

liquidos dos cimentos (LONNROTH e DAHL, 2003).
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Mileti¢ et al. (2003) cultivaram células V79 com as diluicbes dos cimentos AH
Plus® e AH 26%, levando em consideracdo os padrdes citogenéticos e a resposta
celular. Com a proposta de avaliar os cimentos, foram encontrados os seguintes
resultados: a) os cimentos foram altamente citotéxicos nas concentragdes 55.7, 167
e 16.7 g mL" nos periodos de 1h, 24 h e 7 dias; b) os efeitos téxicos foram
progressivamente reduzidos no periodo de 7 dias para o cimento AH 26®, enquanto
no cimento AH Plus® somente ocorreu apés uma semana e c) nenhum dos
cimentos induziram aumento significativo na aberracdo cromossomial ou na inducao
de nucléolo em qualquer periodo de tempo ou concentragao.

Oztan et al. (2003) utilizaram a capacidade enzimatica das mitocondrias na
analise do percentual de sobrevivéncia celular (OD) e a contagem de células viaveis
com o corante azul de rypan, na avaliagdo da citotoxicidade. Os resultados
encontrados foram contraditérios, certamente decorrente da maior sensibilidade do
teste colorimétrico, capaz de detectar as menores quantidades de substancias
toxicas dos cimentos, que incidiram no comportamento celular nos intervalos de
tempo de 24h e 48 h e 24h e 72 h, quando usados os cimentos AH Plus® e RSA®.
Em contrapartida, ndo encontraram diferencas estatisticas entre os cimentos na
metodologia do MTT, em qualquer intervalo de tempo.

Rogero et al. (2003) tiveram como finalidade de estudo in vitro, a compararacao
de duas metodologias em cultivo de células NCTC Clone 929 (American Type
Culture Collection), quando empregaram o ensaio de citotoxicidade com a
incorporagdo do corante vermelho neutro e a difusdo em agar em alguns
biomateriais poliméricos, ceramicos e metdlicos. As duas metodologias foram
equivalentes, mas apenas pequenas diferencas de resultados foram notadas, sendo

determinadas pelo tempo de extracéo.
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Al-Awadhi et al. (2004) verificaram alteragdes na morfologia das células
primarias de osteoblastos quando na presenca dos cimentos endoddnticos, com
estabelecimento de duas metodologias distintas, tracando um diferencial para os
processos de necrose e apoptose com o emprego do azul de Trypan e o Capase-3.

Bouillaguet et al. (2004) fundamentaram sua pesquisa na avaliagdo da
citotoxicidade de quatro classes de cimentos de uso endodéntico (6xido de zinco e
eugenol, resina epodxica, silicone e iondbmero de vidro), utilizando o teste MTT na
verificacdo do dano celular e o corante Rodamina-B para marcacao da infiltragdo do
LPS (lipopolissacarideos) com relagdo a capacidade seladora desses materiais,
acorde esses autores o LPS é o maior fator de viruléncia da bactéria gram negativa,
responsavel pela ativacdo do processo inflamatério e pela resposta humoral imune.
Interferéncias na estabilidade do selamento, seguramente irdo exprimir oscilacoes
no comportamento dos tecidos periapicais, decorrentes da acdo de seus
componentes.

Huang et al. (2004), para avaliar as mudancas intracelulares, certamente
decorrentes do stress oxidativo da complexa variedade quimica dos cimentos AH
Plus®, Sealapex® e Canals®, usaram hepatdcitos de ratos na investigagdo das duas
vias de danos celulares: necrose e apoptose, que sdo dependentes da quantidade
dos estimulos oxidativos a cultura OC,. Sem duvida, a contribuicdo dos estimulos
oxidativos aferiu efeitos citotdxicos observados na leitura ao microscépio, informando
uma diminuicdo na densidade celular. Em contrapartida ndo constataram alteracdes
nos padrdes citogenéticos, como o evento da apoptose celular.

Valera et al. (2004) observaram a biocompatibilidade de alguns cimentos
endoddnticos como o Sealapex®, Apexit®, Sealer 26° e Ketac Endo® com a

implantacao em tecido conjuntivo subcutaneo de ratos, na constatacao da resposta
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tecidual nos periodos de tempos de 14 e 90 dias, com base na predominancia e no
comportamento celular da resposta inflamatéria nos tecidos. O cimento Sealer 26®
apresentou as melhores respostas, com o0s menores indices de magnitude
inflamatdria geral, em 14 dias e 90 dias do experimento. Em 14 dias, o Ketac Endo®
obteve resultados desfavoraveis e, os maiores indices no grau de magnitude da
inflamacéao geral foram alcancados pelo cimento Sealapex no periodo de 90 dias.

Huang e Chang (2005) investigaram a infiltracdo do Glutatione (GSH),
participante na prevencao de danos as células U20S, quando na presenca de
agentes oxidantes das resinas epoxicas, responsaveis pela instalacdo de efeitos
lesivos das prostaglandinas que tenham sido ativadas pela COX-2. Os niveis de
GSH estao implicados na diminuicao da inducdo da COX-2, do gene de expressao
mRNA e da citotoxicidade em cultura de células.

Segundo Huang et al. (2005), os cimentos N2° e AH Plus® tiveram a
capacidade de induzir a producao dos niveis de interleucina-6 e interleucina-8 em
células osteoblasticas presentes nos processos inflamatérios periapicais, verificadas
a partir do teste RT-PCR.

Mileti¢ et al. (2005) compararam o efeito citotéxico dos cimentos endodénticos
Roeko Seal® e AH Plus® em células de carcinoma humano (Hela) e fibroblastos de
ratos (L-929) em diferentes periodos, ou seja, 1h, 24 h, 48h , 7 dias e 30 dias. A fim
de interpretar o resultados, a microscopia e o contador eletrébnico assinalaram a
maior degradacao celular na comprovacdo dos riscos bioldégicos que foram
apresentados nos periodos de 1h, 24h e 48h, comparativamente aos periodos de 7
e 30 dias, porém sem diferencas significativas rm relacédo ao grupo controle nesse

intervalo de tempo, em ambas as linhagens de células, com o cimento AH Plus®.



45

O intimo contato de substéncias de uso endodbéntico com os tecidos
periapicais, beneficiado pela anatomia dos canais radiculares, encontra nos testes
de biocompatibilidade a verificacdo das respostas celulares quanto a citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade de alguns materiais usados na clinica
endoddntica, assim sendo testados por Gahya e Siqueira Junior (2005), que usaram
dois sistemas procariontes: teste Ames e o SOS Chromotest, na analise dos
cimentos AH Plus®, Sealer 26® e outros materiais auxiliares para a pratica
endoddntica, porém os riscos de citotoxicidade ndo atuaram em cultura de células
quando do emprego desses cimentos.

Os macrofagos sao células presentes no mecanismo de defesa do organismo,
envolvem-se no processo de fagocitose de corpos estranhos e de varias substancias
pro-inflamatérias, expressando limites biolégicos no reparo periapical. Assim,
Queiroz et al. (2005) usaram cultura de macréfagos peritoneais de camundongos
para detectar os efeitos dos cimentos Sealer 26® e do Endofill® , na indugéo de 6xido
nitrico. Sob estas circunstancias, a concentracao de 0,1 mg/ml foi insuficiente para
estimular a liberacdo de 6xido nitrico, porém, em concentracao de 180mg/ml, efeitos
letais foram relevantes, devendo-se ao fato da resina bisfenol e amina serem
inerentes a decomposicao de aménia e formaldeido.

Os cimentos endoddnticos a base de éxido de zinco e eugenol e hidroxido de
céalcio combinado com guta-percha sempre foram permissivos a infiltracao apical.
Deve-se esse fato a deficiéncia de selamento e adesividade as paredes do canal
radicular. A auséncia de qualidade e longevidade do selamento desses materiais
levaram Bouillaguet et al. (2006), a avaliar novos cimentos com formatacdo de
monoblocos, na verificacdo da resposta biolégica, perante os espécimes dos

materiais AH Plus®, Resilon®, Epiphany®, GutaFlow® e seus respectivos primeres.
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As novas composicdes dos seladores endoddnticos devem ser a associacao das
excelentes propriedades de selamento e adesividade dos cimentos a
compatibilidade biol6gica aos tecidos circundantes.

Queiroz et al. (2006) quantificaram a sintese de éxido nitrico em cultura de
macréfagos com a suspensao dos cimentos a base de resina epodxica e hidréxido de
célcio. O 6xido nitrico € um subproduto da fagocitose, referéncia de toxicidade as
células, participante do mecanismo de manutencdo da resposta inflamatéria no
periapice, com agregacao de destruicdo tecidual. A maior amplitude de agressao
tecidual foi correlacionada com os cimentos a base de resina epéxica.

Merdad et al. (2007), em pesquisa de curto prazo, avaliaram
comparativamente, o sistema de obturacdo do cimento Epiphany® e do cimento AH
Plus® e guta-percha com metodologias de contato direto e indireto em células Hela.
Um decréscimo na viabilidade celular foi conferido quando os cimentos AH Plus® e
Epiphany® foram semeados, na condigdo de mistura fresca, em cultura de células

entretanto, o primeiro cimento citado apresentou maior reducao celular.
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3 PROPOSICAO

A presente pesquisa tem como objetivo analisar in vitro, a citotoxidade em
células L-929 perante trés cimentos de uso endoddntico a base de resina epdxica
associados ao hidréxido de calcio, com base na metodologia de difusdo em agar

utilizando como corante o vermelho neutro.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

- agitador magnético;

- autoclave;

- balanca analitica;

- banho-maria;

- bico de bunsen;

- camara de Neubauer;

- caixa de isopor;

- estufa de COy;

- estufagem de secagem;

- fluxo laminar vertical;

- frasco de cultura;

- forno;

- frascos criogénicos plasticos;
- microscopio invertido (Nikon Eclipse Ts 100);
- papel aluminio;

- régua milimetrada;

- pingas cirurgicas;

- pipetador automatico;

- pipetas Pasteur;

- pipetas soroldgicas;

- placas plasticas (3,5 cm de diametro);
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- potenciémetro;

- termdmetro;

- tesoura;

- vidrarias: erlenmeyer, béquer e proveta;

- Unidade de filtracéao;

- Prot6tipo de silicone com 6 pocos com dimensées 5mM x 1mM,;
- Prot6tipo de silicone com 6 pocos com dimensdées 1mM x 1TmM
- hidrocor dermatografico;

- placa de vidro;

- espatula de cimento n? 24;

- espatula n® 1;

- maquina fotografica;

- filme Kodak (Asa 100);

- programa Image Tool;

- programa Estatistico Primer.

4.1.2 Insumos e Solucoées

- cimentos obturadores de uso endoddntico: Sealer 26°, AH Plus® e Acroseal®;
- células L-929 (fibroblastos de camundongos);

- solucdo de Acido Crémico;

- solucao tampao de fosfato PBS;

- solucao de L-Glutamina 200mM,;

- soro fetal bovino;

- solugdo antibiética de Penicilina 10* Ul/mL e Estreptomicina 10* ug/mL;
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- solucéao de tripsina 0,125% com EDTA 0,025%;
- MEM 1 x concentrado;

- MEM 2 x concentrado;

- MEM completo 1 x concentrado:

- agar 1,8% com 0,01% de vermelho neutro;

- meio de cobertura;

- solucéao de cloreto de sédio 0,9%;

- meio de congelamento com glicerol;

- teflon;

- latex para garrote.

4.1.3 Fibroblastos

Os fibroblastos sdo as células mais comuns do tecido conjuntivo de muitos
animais, de origem mesenquimal sdo precursores de outras células como: 6sseas,
adiposas e musculares. Apresentam-se de forma heterogénea dependendo do sitio
de localizagdo e assim como de sua atividade. Morfologicamente configuram com
citoplasma ramificado, nucleo eliptico com a presenca de 1 ou 2 nucléolos
mitocondrias com aspecto de bastonetes e reticulo endoplasmatico abundante e
aspero quando ativo. Os fibrocitos sao fibroblastos inativos com reticulo
endoplasmatico reduzido, ainda com aspecto aspero e dispersivo quando tém que
cobrir grandes areas. Sao responsaveis pela sintese e manutencdo da matriz
extracelular, com producéao de fibras protéicas e da substancia amorfa que ocupam o
intersticio dos tecidos conjuntivos. Tém a funcdo de preservar a integridade da

estrutura do tecido conjuntivo, sdo participantes no processo de cicatrizacdo do
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sistema orgéanico e apresentam grande quantidade de actina, miosina e actinina. Os
danos celulares sdo os responsaveis pela estimulacao de fibrécitos e mitoses de
fibroblastos. Prolifera-se facilmente, caracteristica diferenciada pela qual sao

preferencialmente usados em pesquisa biolégica (FRESHNEY, 2000).

4.1.4 Linhagem Celular

A linhagem de células L-929, empregadas nesse experimento sao originarias
do Departamento de Imunologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS) — Fundacao Oswaldo Cruz. Trata-se de uma linhagem que foi aceita
e faz parte da Colecao Americana de Tipos de Culturas Celulares (ATCC, Rockuville,
MD, EUA), desde 1961. A ATCC tornou-se o primeiro centro biolégico, distribuidor
mundial autorizado de material de referéncia bioldgica, tendo foco de atuacao na
aquisicao, desenvolvimento, preservacao, autenticacao e distribuicdo de materiais

para pesquisas nas ciéncias.

4.2 Métodos

4.2.1 Selecao da Cultura de Células

Em toda ciéncia experimental, a pesquisa da biologia celular depende de
processos e técnicas laboratoriais, sdo muito mais dificeis em animais do que em
microrganismos, estabelecidas pela variabilidade de células que necessitam de um
meio de cultura mais complexo. Em 1955, Harry Eagle faz a primeira investigacao

sistematica das exigéncias nutritivas essenciais para as células em cultura e
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constata que as células animais podem propagar, em uma mistura definida de
moléculas, suplementadas com uma propor¢do pequena de proteinas do soro,
definindo o primeiro meio de sustentagdo de crescimento de células animais em
cultura, constituidos de sais de glucose, aminoéacidos, vitaminas e soro, sendo
dependentes do ambiente experimental para crescimento, manipulacédo e
manutencado de suas caracteristicas. As células derivadas de tumores proliferam-se
indefinidamente em cultura, denominadas linhagem de células imortais, assim
como os fibroblastos de ratos (L-929) aplicaveis constantemente em pesquisa
laboratoriais na observagdo dos efeitos toxicoldgicos dos materiais odontologicos

(figura 1).

Figura 1. Tapete Celular de fibroblastos de Ratos (L-929) 100X.

4.2.2 Manutencao das Células

Inicialmente, a linhagem de células L-929 foi mantida congelada em frascos
criogénicos plasticos com glicerol, (agente crioprotetor) em tambores de nitrogénio

liquido, passando pelo processo de descongelamento em banho-maria a 37°C. Logo
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apos, foram armazenadas em garrafas de cultura com 5 mL de meio essencial
minimo completo, com sais de Earle — Sigma M 0268 (MEM 1 x concentrado) com
constituicdo de 5% v/v de soro fetal bovino, 100 ug/mL de sulfato estreptomicina,
100 Ul/mL de Penicilina G potassica e 2 mM de L- glutamina, colocadas em estufa a
37°C com 5% de CO,, 100% de humildade relativa do ar, para obtencdo de uma
monocamada celular. O ensaio de citotoxicidade foi transcorrido depois de dois

subcultivos posteriores ao descongelamento (figura 2).

Figura 2. Linhagem L-929 (400X).

4.2.3 Tripsinizagao das Células

O tratamento das células com solucdo de tripsina a 0,125% com EDTA
0,025%, na promocao do destacamento de células das garrafas de cultura, deu-se
apoés a remocdo do MEM completo 1 x concentrado e com a lavagem da

monocamada celular com 5mL de MEM 1 x concentrado, sem adi¢do de soro fetal
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bovino. Apds a verificacdo do arredondamento e da separagdo das células, se fez
necessaria a retirada da tripsina e a colocacao de 10 mL de MEM completo 1 x
concentrado. As lavagens foram efetuadas de 5 a 10 vezes com pipeta para a
obtencdo de uma suspensdo homogénea conseguida nesse processo de

individualizagao das células.

4.2.4 Calculo para fornecimento celular

Os caélculos para o fornecimento celular foram dimensionados no microscopio
invertido com o auxilo da camara de Neubauer, na concentracao inicial celular de
2,65 x 10° cel/mL e viabilidade de 91,7%. Seguem abaixo os itens discriminados
para o célculo do fornecimento celular da suspensao final de 3,06 x 10°:

[(60 ml (Vs) x 3 x 10° cel/ml (Cs))]

2,625 x 10° cel/ml (Ci)] = 6,8 ml (volume a adicionar (Va)

Volume Celular suficiente para realizar o ensaio? (x) sim

Contagem da Suspensao Final: [(145) + (122)] /8 = 33,37 (M)

Concentragdo Celular = [(33,37) (M)* (91,7) % (viabilidade celular) / (100)] x 10* =
3,06 x 10° células/ml.

Volume: 60 ml / 107 passagens

4.2.5 Selecao dos Cimentos

A escolha dos cimentos de uso endodéntico foi de acordo com as informagdes

obtidas na literatura cientifica (KETTERING e TORABINEJ, 1984; FIDEL, 1993;

VERSIANI et al.,, 2006), com fundamentacao nas propriedades fisico-quimicas, e
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conjugando-as as propriedades bioldgicas, tdo almejadas no emprego da clinica
odontoldgica, na especialidade endodbdntica. Os cimentos utilizados nessa pesquisa,
in vitro, foram Sealer 26%, AH Plus® e Acroseal®, a base de resina epodxica
associados ao hidréxido de caélcio, sendo este ultimo lancado recentemente no
mercado nacional (figuras 3, 4 e 5). As formulas dos cimentos estdao dispostas na

tabela 1, de acordo com as informagdes fornecidas pelos fabricantes.

Cimento Apresentacao Formula

Bisfenol-A resina epoxi
Bisfenol-F resina epoxi
Tunsgstenato de calcio
Pasta A Oxido de Zirconia
Silica

AH PLUS® Pigmentos de 6xido de
DENTSPLY Ferro
Lote:0603002042
Dibenzyldiamine
Aminoadamantane
Pasta B Tryclodecane-diamine
Oxido Zircénio

Silica

Oleo de Silicone

Triéxido de Bismuto
Pé6 Hidréxido de Célcio
SEALER 26® Di6xido de Titanio

DENTSPLY
Lote:611673
Resina Epoxi Epoxi Bisfenol

Acido Glicirrético

ACROSEAL® Base (enoxolona)

SEPTODONT Metenamina

Lote:3 063 Excipiente radiopaco g.s.p
Catalisador Hidroxido de Célcio

Diglicidileter de Bifenol A
Excipiente radiopaco g.s.p.

Tabela 1. Marca Comercial, Composi¢ao Quimica e Fabricantes dos cimentos
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Figura 5. Apresentagéo comercial do cimento AH Plus®

4.2.6 Padronizacao das Amostras

A padronizagdo das amostras teve como finalidade estabelecer as dimensdées
dos cimentos em 5mM de didmetro e 1 mM de profundidade, obtidas de um padréao
projetado da confecgdo de uma matriz de gesso que criou trés protétipos de silicone
(figura 6) para a reproducédo de um dispositivo de armazenamento e padronizagcao

dos cimentos quando em mistura fresca, até o inicio do ensaio ocorrido apds 48h.

Figura 6. Fotos dos modelos de padronizacao das Amostras de 5mM (A e B). Padronizacdo das
amostras de 1mM (C).
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De acordo com as diretrizes do Protocolo Padrao Operacional, as amostras
configuravam dimensdes de 5mM x 1 mM, porém a alta citotoxicidade do material
que refletiu na lise celular total da placa, invalidou o ensaio de citotoxicidade com a

necessidade de redugédo do tamanho das amostras para TmM X 1mM.

4.2.7 Controles

As diretrizes de regulamentacdo da UNITED PHARMACOPEIA (USP), referen
ciadas no Protocolo Operacional Padrdo do Departamento de Imunologia do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz
determinaram a selecdo dos controles positivo e negativo que confirmaram a
validade do ensaio experimental (figura 7). Trés pocos foram designados para os
controles, com a seguinte distribuigéo:

a) controle positivo — latex para garrote, biologicamente reativo.
b) controle negativo — teflon, biologicamente nao reativo.
c) Controle de células — células L-929 com o agar associado ao corante vermelho

neutro.

= -4
vy =

Figura 7. Controle Negativo e Controle Positivo
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4.2.8 Método de Difusao em Agar

A partir da 222 Revisdao da Farmacopéia, o ensaio de difusdo em agar foi
introduzido como teste de reatividade biologica, in vitro, em cultura de células
mamiferas para a avaliacdo de materiais plasticos, elastémeros e polimeros de uso
médico e hospitalares. O presente ensaio de citotoxicidade baseou-se nas
especificacoes do Comité ISO 10933-5, reunido em 31/05/1996 e no protocolo de
Prodecimento Operacional Padrdo (POP) da Fundacdo Oswaldo Cruz do
Departamento de Imunologia, com o emprego de uma metodologia de contato
indireto, com a aplicacdo de uma camada protetora formada com 1,8 ml de agar
associado a 0,01% de corante vermelho neutro, o qual ndo permite danos
mecanicos a camada celular, permitindo porém, a difusdo das substancias quimicas
dos materiais (amostras) para a cultura de células, a fim de obter uma analise
qualitativa de dados de citotoxicidade.

O grau de difusdo das substancias quimicas e o crescimento celular estao
diretamente relacionados com a quantidade e qualidade do meio de cultura, que néao
deve exceder a mais de 20% de agar, fatores que foram considerados nessa

metodologia.

4.2.9 Ensaio de citotoxicidade

A anadlise de resultados do ensaio de citotoxicidade transcorreu apds 24 h,
com a utilizagdo de trés placas constituidas de seis pocos cada uma, para a
acomodacdo de 2 mL da suspensdo celular na concentracdo de 3,06 x 10°
conjuntamente com 5 mL de MEM completo 1 x concentrado (5% v/v de soro fetal

bovino, 100 ug/mL Sulfato de estreptomicina, 100 Ul/mL de Penicilina G Potassica e
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2 mM de L- glutamina, 2,2g de Bicarbonato de sbédio, 1N de &cido cloridrico),
semeadas no periodo de 48 h que ofereceu uma monocamada uniforme e com
confluéncia superior a 80%

Em todo periodo de manipulacao do ensaio de citotoxicidade, usou-se a capela
de fluxo laminar, a qual trouxe condicbes assépticas pela conjuncao de ar filtrado,
agentes esterilizantes e luz ultravioleta. Em seguida, o meio de cultura das placas foi
aspirado com pipeta, e 2 mL de solucao fosfatada basica (PBS), foram utilizadas
para a lavagem da monocamada celular. Apdés esse procedimento, transcorreu a
aspiracao com pipeta da solucdo fosfatada basica (PBS) dos pocos (figura 8A),
seguida da insercao de 1 mL do meio de cobertura (figura 8C) com os seguintes
constituintes: MEM duas vezes concentrado e o agar (Difco) 1,8% associado a
0,01% de vermelho neutro, minutos antes do ensaio foram misturados, em
proporgdes iguais, e fundidos em microondas por 1 minuto em temperatura de 44°C.
A espera da solidificacdo do agar decorreu em 15 minutos sem a presenca da luz,
fator fotoativador que promove danos celulares a cultura. A descri¢cao da distribuicao
das placas tiveram a seguinte configuracao: 3 discos dos espécimes dos cimentos
(figuras 8H e 8l), 1 controle positivo (C+) (figura 8B), 1 controle de células (CC) e 1
controle negativo (C) (figuras 8B, 8E, 8F e 8G) que foram colocados com pingas
cirdrgicas na superficie solidificada do agar (figura 8D). Logo apds as placas foram
cobertas com papel aluminio e acomodadas em estufa a 37°C com 5% de CO,
(figura 8J), no periodo de 24 h, quando foi necessaria a utilizagcdo do microscépio
invertido para a analise da validade do ensaio experimental com os aumentos 40X,

100X, 200X e 400X (figura 8L).
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A ¥ AD '-.
Figura 8. A. Lavagem com PBS. B. Controle Negativos e Positivos. C. Agar com VN. D Colocacéo das
espécimes dos cimentos.
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Figura 8 E, F e G. Espécimes dos cimentos em cultura L-929. H. Espécimes dos cimentos de 5mM de
diametro. I. Espécimes dos cimentos de 1mM de diametro.



65

Figura 8 J. Estufa a 37C com CO». L. Microscopio Invertido.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacao da citotoxicidade

O vermelho neutro € um corante histolégico com caracteristicas quimicas
tintoriais neutras as estruturas, que ndo revelam acidofilia ou basofilia. E um
procedimento da sobrevivéncia/viabilidade celular, baseado na sua capacidade de
incorporacgao e ligacao as células viaveis, denominado como um corante supravital.
E um cation de facil penetracdo nas membranas, transportado pelo processo de
difusdo e com acumulo nos lisossomos intracelulares. As altera¢des da superficie da
célula ou da membrana dos lisossomos tornam-se gradualmente irreversiveis. Tais
mudancgas causadas pela acao do resultado de irritantes, agem na concentracao do
corante, e serd o indicador na distingao entre células viaveis, danificadas ou mortas.
O mecanismo de acado deste teste reflete em uma analise da citotoxicidade na
observacdo de alteragdes morfolégicas celulares. As células, sucessivamente,
dividem-se e multiplicam-se durante o tempo em cultura, um produto quimico toxico
interferira nestes processos resultando numa redugdo da taxa de crescimento,
refletida pelo nimero de células. A citotoxicidade é expressa com uma redugao
dependente da concentracao do vermelho neutro apds a exposicao quimica, que
fornece assim, um sinal sensivel na integridade celular e inibicdo do crescimento. A
maioria dos testes de viabilidade conta com a avaria da integridade da membrana,

quando se tornar impermeavel, ocorrendo a liberacao do corante.

5.2 Mensuracao da citotoxicidade / Halo de Inibicao

Apos 24 h das células semeadas, os poc¢os foram analisados levando-se em consi-
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deracdo a formacdo do halo claro ao redor dos cimentos, evidenciado assim os
danos quimicos a monocamada celular, reflexo da citotoxicidade do cimento e da
sua capacidade de difusdo no gel de agarose. Foram medidos a partir das
amostras (tabela 2), sendo divididos em quatro quadrantes padronizados e,
fotografados, juntamente com uma régua milimetrada com a finalidade de calibrar
objeto/imagem e aferir macroscopicamente os quatro quadrantes com auxilio do
Image Tool®. Da coleta dos valores resultantes dessa divisao, foi calculada a média
do tamanho de cada halo das trés amostras de cada cimento e dos Controles
Positivos, a partir desses dados, foi possivel obter a média geral dos trés pocos. Os
valores informados nos quatro diferentes quadrantes das culturas 1, 2 e 3, que
serviram para o calculo das médias parciais expostas na tabela 3 fornecidas para
obtencdo de uma média geral, base da analise comparativa de citotoxicidade entre

0s cimentos.

Grau | Citotoxiicdade | Descricao da Zona de Descoramento

0 auséncia Auséncia de descoramento sob a amostra

1 leve Zona de descoramento limita a area sob a amostra

2 branda tamanho da zona de descoramento a partir da amostra
menor que 0,5 cm

3 Moderada tamanho da zona de descoramento a partir da

amostra compreendido entre 0,5 e 1,0 cm.

4 Severa tamanho da zona de descoramento a partir da amostra
maior que 1,0 cm, porém nao envolvendo a placa inteira.

Tabela 2. Grau de Citotoxicidade



uadrantes|  Grupo | - Acroseal® Grupo Il - AH Plus® Grupo Il - Sealer 26°
Culturas Q1 Q2 Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4 Qi Q2 Q3 Q4
0,41 0,47 0,44 0,64 0,43 0,40 0,49 0,44 0,59 0,44 0,59 0,50
Controle +
Média = 0,49 Média = 0,44 Média = 0,53
Cultura 1 0,47 0,48 0,41 0,45 0,39 0,35 0,41 0,36 0,40 0,42 0,47 0,47
Média = 0,45 Média = 0,38 Média = 0,44
Cultura 2 0,52 0,53 0,54 0,55 0,38 0,39 0,36 0,37 0,39 0,43 0,46 0,48
Média = 0,54 Média = 0,38 Média = 0,44
0,52 0,57 0,54 0,56 0,38 0,39 0,38 0,40 0,63 0,65 0,62 0,63
Cultura 3
Média = 0,55 Média = 0,39 Média = 0,63
Média Geral 0,51 0,38 0,5

Tabela 3. Valores dos quadrantes por culturas em cm
(*Nao houve formagéao de halo de inibigdo no controle negativo).

Logo apdés a mensuragdo dos quadrantes, o meio de cultura foi removido
ficando evidenciados nos pocos os halos de inibicdo, que tiveram seus limites
demarcados com hidrocor dermatografico, os quais foram lancados no Image Tool®
para obtencdo das dreas do pogco e do halo de

percentualmente a area de necrose com a area total do pogo, conforme exemplo

explicativo (figura 9).

inibicao,

relacionando
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Figura 9. Fotos da Mensuragdo da area de Necrose do cimento (A) AH Plus®, (B) Sealer 26®,
(C) Acroseal® e (D) C+

5.3 Percentual da Area de Necrose

Célculo do Poco do Cimento Acroseal ®:
a) Area Total do Poco em Pixel : 908425

Area de Necrose em Pixel : 77554

908425 100%
— (o)
27554 X = 8,5 % de necrose celular
Cultura Grupo I® Grupo Il Grupo lll
Acroseal AH Plus® Sealer 26®
Controle 9,5% 7,8% 11%
Cultura 1 8,5 % 5,3% 7.,3%
Cultura 2 10,5% 5,5% 7,2%
Cultura 3 12% 5,8% 15%
Média Geral 10,3% 5,5% 9,8 %

Tabela 4. Percentual da area de necrose celular
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5.4 Analise Estatistica

A Andlise de Variancia (ANOVA) foi aplicada para comparar a citotoxicidade
dos cimentos pesquisados (Acroseal® - Grupo I, AH Plus® Grupo I, Sealer 26°
Grupo lll) e o controle positivo (Grupo 1V), em relacdo ao maior halo de inibicdo em
cultura celular L-929. A presenca de diferencas de citotoxicidade entre os grupos foi
indicada através dos valores de F=10,67 e p=0,00 (tabela 4), necessitando de
complementacdo do teste Student-Newman-Keuls, usado para comparacdes
multiplas, afirmando existir diferencas estatisticas entre os Grupo l e ll, lllelle IV e

[I, com nivel de significancia 5%, conforme tabela 5.

Analise de Variancia ANOVA

Grupo N¢ de dados Média Desvio Padrao
| - Acroseal 12 0,51 0,05
[l — AH Plus 12 0,38 0,02
Il — Sealer 26 12 0,50 0,10
IV - Controle Positivo 12 0,49 0,08

F=10,67e P=0.00

Tabela 5. Analise de Variancia

Student-Newman-Keuls

Comparacao Dif. Das Médias P <0.05
1vs2 0,13 S
1vs4 0,02 NS
1vs3 0,01 Do not test
3vs2 0,12 S
3vs4 0,02 Do not test
4vs 2 0,11 S

Tabela 6. Comparacao entre as médias.
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Os graficos deram informagdes visuais dos resultados estatisticos obtidos da

citotoxicidade dos quatro grupos (figuras 10 e 11). A distribuicdo dos dados de

citotoxicidade do grupo Il (AH Plus®) apresentou-se de maneira mais uniforme e,

concisa do que os grupos |, Il e IV.
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5.5 Cimento AH Plus®
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O grupo Il apresentou média geral dos halos de inibi¢cdo de 0,38 cM (tabela 3 e

figura 12), e percentual de necrose de 5,5%. Trés zonas foram visualizadas no

microscépio, conforme a reatividade do material (figura13 e tabela 7).

4

Figura 12. Fotos dos halos de inibigio do cimento AH Plus®
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Figura 13. Fotos da linhagem de Células L-929 semeadas com o cimento AH Plus®
apresentando halos de inibicdo (A,B e C) 200X. Area de Transicédo (D) 100X.

5.6 Sealer 26®

O grupo Il apresentou média geral dos halos de inibicdo em torno de 0,5 cM
(tabela 3, figura 14). Na microscopia foi possivel visualizar a resposta celular perante
a difusdo dos componentes quimicos pela distincdo de manchamento dos trés

trechos que estabeleceram a citotoxicidade de forma precisa (figura 15 e tabela 8). A
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degradacgéo de fibroblastos foi definida com a média da taxa de necrose de 9,8%

(tabela 6).

Figura 14. Fotos dos Halos de Inibicdo do cimento Sealer 26°

Sealer 26°
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iTévtSeIa 8. Avaliacao Microscopica do cimento Sealer 26
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Figura 15. Fotos da linhagem L-929 semeadas com cimento Sealer 26° (A,BeC)
200X, apresentando halos de inibicdo. Area de Transi¢do (D) 40X.
5.7 Cimento Acroseal®

Os resultados dos efeitos toxicos do grupo | foram definidos com halos de

inibicdo extensos em torno de 0,51 cm (tabela 3, 6 e figura 16), e com

estabelecimento de uma taxa média de degradacdo de células L-929 de 10,3%.
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Microscopicamente, trés areas tiveram suas demarcagdes bem definidas, que foram

detalhadas na tabela 9 e figura 17.

Figura 16. Fotos dos halos de inibi¢do do cimento Acroseal®

Acroseal®

Amostra

Halo de Inibicao

Area deTransicdo

Area de Viabilidade
Celular

Extensa éarea livre
de células, 10,3%
de necrose celular
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lar, pouca pre

senga de células
coradas com VN

Pequeno trecho de
pouca densidade ce
lular coradas com
VN.

Tabela 9. Avaliagao microscépica do cimento Acroseal”
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Figura 17. Fotos da linhagem L-929 semeadas com o cimento Acroseal® apresentan
do halo de inibigao 200X (A,B e C). Area de transi¢ao 40X (D).

5.8 Dos Controles

O Controle Negativo apresentou auséncia de citotoxicidade, confirmada pela

aderéncia de células sob e ao redor do teflon e também constatada no Controle de
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Células por meio de uma monocamada celular densamente corada com o corante

VN, sugestiva de 100% de células viaveis (figura 18).

Figura 18. Fotos de fibroblastos L-929 (200X) (A). Controle de
(C) 100X.

A efetivacdo dos efeitos citotoxicos do Controle Positivo nas células L-929
foram microscopicamente visualizados com extensa degradacdo de fibroblastos
(figura 19), numericamente representados pelas médias geral dos halos de inibi¢cdo
em torno de 0,49 0,44 e 0,53 cM (tabela 3 e 6), que forneceram percentual de

necrose celular de 7,8%, 9,5% e 11% respectivamente.
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Figura 19. Fotos de fibroblastos L-929 com o Controle Negativo: (A) zona de transicao,
com rarefacdo celular. (B) halo de inibigac (100X).

Apos os resultados obtidos da andlise estatistica, uma relagdo comparativa
maxima de citotoxicidade pode listar os cimentos de uso endoddntico na seguinte

disposicdo: Acroseal®s Sealer 26° > AH Plus®.
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6 DISCUSSAO

6.1 Das Linhagens de Células

Tecidos normais de animais ou embrides inteiros sdo geralmente usados para
estabelecer a cultura de células primarias, dobram-se em 50 a 100 populacgdes,
portanto tem crescimento limitado e extensao de vida definida. Em contrapartida, as
células derivadas de tumores proliferam-se indefinidamente em cultura, as quais sao
denominadas linhagens de células imortais (FRESHNEY, 2000). As linhagens de
células de rim de hamster recém-nascido (BHK 21), fibroblastos de ratos (L-929),
Hela, células epiteliais de carcinoma cervical humano (HelLa), células do rim de
macaco (VERO) e células epiteliais (NCTC2544). As células L-929 séao
heteroapléides evitam as interferéncias genéticas dando mais consisténcia aos
resultados, se dispdéem de forma compacta necessitando de menor concentracéo de
soro. Sao empregadas rotineiramente em pesquisa laboratoriais na observacado dos
efeitos toxicolégicos dos materiais odontoldgicos, sendo preconizadas pelas normas
ISO 10993-5 e ASTM-STP-810 ( KETTERRING e TORABINEJ, 1984; WATAHA,
CRAIG e HANKS, 1992; STANLEY, ZIEMIECKI e SPANGBERG, 1993; BELTES et
al., 1995; RATANASATHEIN, 1995). Diante dessas caracteristicas tornaram-nas
mais confiaveis para o ensaio de citotoxicidade dessa pesquisa, conforme também
nos ensaios experimentais de Beltes et al., 1995; Osério et al., 1998; Saidon et al.,
2003; Koulaouzidou et al., 2005. Em oposicdo temos Arenholt-Bindslev e Hbérsted-
Bindslev, 1989; Willershausen et al., 2000; Huang, Tai e Chang, 2002 quando
utilizaram linhagens primarias em seus ensaios experimentais.

Algumas dificuldades sao encontradas na investigacdo dos testes de

citotoxicidade in vitro, como as variagdes das condi¢cdes experimentais relacionadas
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como os tipos de células, método de contato material-célula, tempo de exposicéao e
condicao do material, além disso, diferentes tipos de células reagem para 0 mesmo
material com intensidades diferentes, que estabelecem limites na relagéao
comparativa de resultados em cultura de células (YESISLOY e FEIGAL, 1985; AL-
NAZHAN e SPANGBERG, 1990; VAJRABHAYA et al., 1997; KOULAOUZIDOU et

al., 2005).

6.2 Da Metodologia

O teste de citotoxicidade é o primeiro passo na avaliacdo da
biocompatibilidade, para se obter seguranca confiavel dos produtos quimicos. Isto
entretanto, de forma simples, custo baixo, de facil reproducao limitando o nimero de
variaveis experimentais. Assim a metodologia de difusdo em agar com o corante
vermelho neutro vém sendo usada nos testes de reatividade biolégica em materiais
médicos e hospitalares, como também no setor de cosméticos (GUESS, 1965;
ASTM-STP 810; ROGERO, 2000; LONNROTH e DAHL, 2003; CARVALHO, 2005).
Sua indicacao nessa pesquisa deve-se a facilidade, simplicidade de aplicacao e de
leitura de resultados que séo obtidos por meio macroscopico. O campo visual do
microscépio utilizado para validar o ensaio de citotoxicidade, na absorcdao de
informacgdes dos eventos das reagdes celulares diante dos efeitos téxicos dos
cimentos, dos Controles Negativos (figural7) e Positivos (figura 18) nas diferentes
areas da monocamada celular L-929 (area de necrose, de transicdo e area de
viabilidade celular). Entretanto, poucos dados literarios cientificos estdo disponiveis
dessa metodologia, no que se refere aos materiais endodénticos. Dispomos assim,

de alguns resultados na confirmagéao da escolha dessa metodologia, conforme Cruz



84

et al.,1998; o teste de citotoxicidade a ser aplicado, deve ser o mais sensivel
possivel, a fim de detectar as pequenas quantidades de produtos tbéxicos que
possam estar contidas nos cimentos. Ainda sobre a sensibilidade dessa
metodologia, pode-se afirmar por meio da alteracdo do tamanho dos espécimes dos
cimentos para as dimensées de 1mM X 1 mM em relacdo ao padrdo de 1 cM
utilizado por Mohammad et al., 1978, ainda foi possivel notar a citotoxicidade sobre
as células L-929, apesar dessa reducao.

Schamlz, 1988, reafirma a validade dessa metodologia, que talvez seja o
método de andlise de citotoxicidade mais recomendado, visto que durante a sua
execucao nao ha necessidade do processamento do produto analisado. Também

verificada por Rogero et al., 2003, quando comparam-na a metodologia de extracao.

6.3 Dos Resultados dos Cimentos

Conforme os resultados apurados nessa pesquisa com os cimentos Acroseal®,
AH Plus® e Sealer 26%, todos os cimentos levaram a degradacéo celular em cultura,
reflexo da difusdo quimica dos componentes dos cimentos, acorde com Safavi et
al., 1989; Granchi et al.,1995; Bratel et al., 1998; Gerosa et al., 1998; Geurtsen et al.,
1998; Telli et al., 1999; Mileti¢ et al., 2000; Neff, Layman e Jeansonne, 2002; Oztan

et al., 2003; Al-Awadhi et al., 2004 ; Merdad et al., 2007.

6.3.1 Do Cimento AH Plus®

O cimento AH Plus® é uma nova proposta dos cimentos resinosos, sua formula

é derivada do cimento AH 26° e, segundo seu fabricante ha preservacdo quimica
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desse cimento, mas com isencao do formaldeido. O comportamento biolégico desse
cimento nessa pesquisa apresentou-se bastante aceitavel, indicando uma média
geral da area de necrose de 5,5% de ocupacdo do poco, posicionando-o menos
citotoxico que os cimentos Sealer 26° e Acroseal® Igualmente aos nossos
resultados, temos Mohammad et al. 1978, que apresentaram resultados de riscos
biol6gicos com o uso de cimento a base de resina epdxica em uma pesquisa similar.
Em contrapartida, estudos de Cohen et al.,, 2000, posiciona seus resultados de
severa citotoxicidade com 80% de lise de células L-929.

Através de uma coletdnea cientifica, objetivando a apresentagdo do
comportamento biolégico do cimento AH Plus®, observou-se nas mais variadas
metodologias e linhagens de células pesquisadas, a exemplo Huang et al. 2002,
Hunag, Lii e Kao, 2001, constataram que a infiltracdo de desidrogenase lactica
(LDH), que regula o nivel de glutatione (GSH), fator de protecao de danos as células
estdo diretamente relacionados com as concentracdes dos cimentos endodonticos.
Confirmamos esses achados nessa pesquisa, uma vez que a mudanca no tamanho
das amostras expressaram respostas celulares diferenciadas, pois o tamanho de 5
mM do cimento AH Plus® apresentou severa reatividade biolégica, segundo os
parametros do Protocolo Operacional Padrao (POP) com 100% de células mortas,
desde entdo foi considerada a necessidade da reducdo do tamanho da amostra
para 1mm, onde a citotoxicidade dos materiais apresentaram-se mais aceitavel,
sendo avaliados posteriormente por meio de uma relagdo comparativa de analise
estatistica dos cimentos pesquisados, de fato essa redugcdo validou o teste de
citotoxicidade. Os menores indices de stress oxidativo em hepatécitos de ratos e
niveis de GSH de 0,1% foram obtidas com a concentragao de 0,10% do cimento AH

Plus®. De acordo com informagdes de Huang e Chang (2005), a dieta rica com
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suplemento de GSH, tem potencial preventivo nas reacdes inflamatorias periapicais
induzidas pelas resinas epéxicas que corroboram para a citotoxidade e ativacao da
COX-2, responsaveis pela sintese de prostaglandinas no sitio da inflamacao.
Willershausen et al. 2000 confirmaram a alta citotoxicidade desse cimento com
niveis de 9.3% na producao de PGE; (Prostaglandinas E,).

Em observacao aos padrdes citogenéticos e citotoxicos Leyhausen et al., 1999,
parecem ter encontrado resultados despreziveis ou até mesmo auséncia destes com
a aplicacao do extrato desse cimento, assim como Camps e About, 2003; Gahyva e
Siqueira Junior, 2005, quando usaram outras metodologias. Em contrapartida,
Schweikl e Schmalz, 2000; Tai, Huang et al., 2001; Bouilaguet et al., 2004; Mileti¢ et
al., 2005 comprovaram a citotoxicidade da composicdo quimica do cimento AH
Plus®, com resultados altamente significativos com a pasta A e da mistura fresca.

Como sabemos muitos cimentos endoddnticos levam a degradacao celular em
mistura fresca, apesar de apresentarem biocompatibilidade satisfatéria, decorrente
da finalizagdo da polimerizagdo do material e da liberacdo de elementos nocivos a
cultura de células (GRANCHI et al., 1995; TELLI et al., 1999; HUANG et al., 2000;
HUANG et al., 2004). Em nossa pesquisa, os cimentos foram aplicados em cultura
celular apdés 48 h de manipulacéo, certamente ap6s a ocorréncia da polimerizacao
com reducéao substancial na decomposicdo do material e da solubilidade em cultura,
qgue ofereceu um desempenho mais satisfatério de citotoxicidade, diferentemente da
condicao de mistura fresca. A resposta do comportamento biolégico desse cimento
confirmado por Azar et al., 2000, é representada pelo menor contetdo sollvel em
agua de formaldeido, ocorrido da decomposicao da amina constituinte da pasta B,
acelerador da polimerizagdo, ou até mesmo de outros componentes que puderam

contribuir para efeitos adversos locais e sistémicos, uma vez que a complexidade
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quimica vem favorecer os danos celulares. Concordamos com este fato, pois em
analise comparativa do indice de citotoxicidade dos cimentos AH Plus®, Sealer 26°
e Acroseal®, resultados mais aceitaveis foram encontrados com o cimento AH Plus®,
talvez, o constituinte amina da pasta B, ou outros elementos quimicos menos
soluveis, tenham contribuido para tal. De acordo com as observacdes de Leonardo,
Silva e Tonomaru Filho, 1999, que representaram quantitativamente 10-> mol/L a
concentracao de formaldeido presente na composicdo desse cimento, sendo
numericamente despreziveis, segundo os autores. Em contrapartida, os cimentos
Sealer 26® e Acroseal® talvez preservem a mesma quimica do cimento AH 26® com
permanéncia da hexametiltetramina. Tal resultado foi confirmado nos nossos
achados, afirmados nas diferencas de resultados entre os cimentos AH Plus®,
Acroseal e Sealer 26°, sugestivo da permanéncia da preservacdo quimica.
Comparativamente, Cohen et al., 2000 dimensionaram as quantidades de
formaldeido em 3.9 ppm e 1347 ppm, respectivamente, para os cimentos AH Plus®
e AH 26°, responsaveis pela qualidade bactericida e também pelos mecanismos de
inducdo do gene de expressao da Interleucina- 6 e Interleucina- 8, relacionadas
com a progressao das lesGes periapicais e efeitos deletérios em cultura celular
(KOULAOUZIDOU et al., 1998; PULGAR et al., 2002; MILETIC et al., 2005).

Essas consideragdes confirmaram a citotoxicidade dos cimentos de uso

endodéntico (MILETIC et al., 2003; BOUILLAGUET, 2006; QUEIROZ et al., 2006)

6.3.2 Do Cimento Sealer 26®

A necessidade de obter melhores ajustes na composicao quimica do cimento

AH 26, Berbet, em 1978, (apud SACOMI) propbs a inclusdao de 20% de hidréxido de



88

célcio o que contribuiu para melhorar suas propriedades de biocompatibilidade, . As
pesquisas propostas ao novo cimento resinoso Sealer 26° também foram
pesquisadas por Holland et al.,1978. Resultados opostos foram apresentados nos
estudos de Nakamura, et al., 1986, quando da incorporacao de 20% de hidréxido de
célcio ao cimento AH 26°, com o aumento de lise celular epitelial. De acordo com os
resultados encontrados nessa pesquisa a média geral da area de necrose ocupou
9,9% do poco, confirmados os resultados nas pesquisas de Cohen, et al., 2000;
Senne, 2001, diferentemente da analise de Mohammad et al., 1978, com resultados
mais favoraveis para o cimento resinoso, quando analisaram alguns cimentos
endodonticos.

Parece licito afirmar que a citotoxicidade mais elevada do cimento Sealer 26°®
direciona-se na preservacao da hexametiltetramina em sua formula decompondo-se
em amoénia e formaldeido, ndo € exatamente o0 que ocorre na reacao quimica da
resina epodxica e amina do cimento AH Plus®, visto que, sendo menos sollvel,
apresentou resultados menos citotéxicos. Certamente, outro constituinte como o
epoxibisfenol do cimento Sealer 26, que tem a capacidade de neutralizar os ions de
célcio e a procedente formacao de tecido mineralizado, trouxeram prejuizos a
resposta celular (SILVA e LEONARDO, 1997). Concordamos com estes resultados
na comparacdo da citotoxicidade dos cimentos Sealer 26® e AH Plus®, ressaltando
que o AH Plus® ndo apresenta esse constituinte em sua composicao.

Resultados similares foram encontrados na avaliacado de Queiroz et al., 2005,
que quantificaram as concentracées necessarias para estimulacdo de 6xido nitrico
em cultura de macréfagos, com patamares superiores de 0,1 mg/mL e 180 mg/mL
em condicdes letais as células. Os mesmos resultados foram confirmados, com

maior amplitude, na producao de éxido de nitrico com o cimento a base de resina
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epoxica. Diferentemente, os resultados de Barbosa, Araki e Spangberg, 1993, com a
aplicacao das metodologias de radiocromo e camara de insercao, conseguiram
resultados bem razoaveis Koulaouzidou et al.,, 1998, observaram a maior amplitude
de citotoxicidade ocorrida em mistura fresca e, nas primeiras horas, devido a
incompleta polimerizacdo do material. Varios estudos confirmam essa afirmativa,
mas a investigacao da citotoxicidade em nossa pesquisa, somente ocorreu apds 48h
de manipulagao, depois do periodo de polimerizacdo do material.

Gahyva e Siqueira Junior, 2005, confirmaram a auséncia de citotoxicidade e
genotoxicidade com o emprego do SOS Chromotest. De acordo com Leonardo et al.,
2000, a menor solubilidade desse cimento promoveu os menores halos de citélise
em cultura de macrofagos, com apresentacdo de resultados satisfatérios,
comparativamente com o cimento Sealapex®, decorrente da alcalinidade, fator
preponderante na variagdo da citotoxicidade. Em nossa pesquisa, a area de
extensdo de lise celular foi maior, confirmando uma maior solubilidade do cimento
Sealer 26® quando relacionado comparativamente, com o cimento AH Plus®,
colocando-o em condicdes superiores de citotoxicidade.

Figueiredo et al., 2001, confirmaram a formacao de tecido mineralizado na
regido periapical com o uso do cimento Sealer 26®, aferindo bom comportamento
biologico (HOLLAND et al., 2002; SACOMI et al., 2001). Ainda na analise do
comportamento desse cimento, da resposta inflamatéria, Valera et al., 2004,
observaram em tecido conjuntivo subcutdneo de ratos, os menores indices nos

intervalos de avaliacdo de 14 e 90 dias com esse cimento.
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6.3.4 Do Cimento Acroseal®

No ambito cientifico, poucos trabalhos foram encontrados sobre o cimento
Acroseal®, & base de resina epdxica com hidréxido de calcio, langado recentemente
no mercado nacional. Varios ensaios de citotoxicidade com cimentos a base de
resina epdxica demonstraram injlrias quimicas a cultura de células (SPANGBERG,
BARBOSA e LAVIGNE, 1993; VAJRABHAYA e SITHISARN, 1997;
WILLERSHAUSEN et al., 2000; HUNAG, LIl e KAO, 2001; BOUILLAGUET et al.,
2004; MERDAD et al., 2007).

Conforme a agressividade tecidual determinada em cultura que dimensionou
uma meédia geral da area de ocupacgao de 10,3%, podemos afirmar que 0s riscos
biolégicos foram maiores com o cimento Acroseal® do que com os cimento AH Plus®
e Sealer 26%. Analisando ainda, a Tabela 4 verificamos diferencas insignificantes,
todavia na observacdo individual das culturas, as informagdes foram mais
significativas, visto que as culturas 2 e 3 apresentaram halos de inibicdo 0,54 e 0,55
cM, correspondem as areas de necrose de 10,5% e 12% 8,5 % para a cultura 1 com
a presenca de halo inibicdo de 0,45 cm, diferentemente do cimento Sealer 26°,
onde as culturas 1 e 2 obtiveram halos de inibicao de 0,44 cM correspondem aos
percentuais de necrose de 7,3% e 7,2 % e 15% para a cultura 3, ratificando assim,
maior degradacéo tecidual do cimento Acroseal®. Divergente aos nossos resultados,
Gambarini et al., 2003 encontraram baixos indices de citotoxicidade com o método
MTT. Quanto aos riscos biolégicos em questdo, os cimentos a base de resina
epoxica sao participantes na ativacdo da cicloxigenase-2 atribuindo alteracdes

inflamatérias (HUANG e CHANG, 2005).
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A checagem da citotoxicidade respeitando os parametros do Protocolo
Operacional Padrao indicou a alta citotoxicidade dos cimentos pesquisados quando
da utilizacdo de amostras de 5¢cM, os acertos impostos pela reatividade biolégica,
foram ajustados com a reducdo da amostra e o tempo de utilizacdo dos cimentos
apds manipulacao de 48 h, que foram necessarios para o prosseguimento do ensaio
experimental, com coleta de resultados comparativos de citotoxicidade dos cimentos
AH Plus®, Acroseal® e Sealer 26° obtidos através da Andlise Estatistica.

A inabilidade de reproducao dos efeitos farmacogenéticos das drogas quando
na aplicacao dos testes in vitro, ainda € um desafio da ciéncia a ser vencido. As
medidas de toxicidade sdo geralmente eventos celulares, pois apresentam apenas a
resposta isolada de um grupo de células, portanto a dindmica dos tecidos nao é
reproduzida, tornando indisponivel o conhecimento da atuagao da concentracao da
droga, penetracao tecidual, metabolismo e excrecdo. Muitas substancias depois de
metabolizadas no figado podem apresentar toxicidade, mas in vitro podem se tornar
atoxicas depois do metabolismo celular. As limitagdes das informacdes sobre os
materiais servem como margem de seguranga no emprego, destes na clinica

odontolégica.
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, parece-nos licito concluir que:
» Todos os cimentos pesquisados, Acroseal®, AH Plus® e Sealer 26°
apresentaram citotoxicidade.
= O cimento AH Plus®, apresentou-se menos citotoxico seguido pelo
cimento Sealer 26° e Acroseal®.
Novas pesquisas no campo da toxicologia devem ser realizadas, para que se

constatem, efetivamente, os resultados obtidos nos estudos ja realizados.
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