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Resumo

PINTADO, Laura Siqueira. Citotoxicidade, genotoxicidade e propriedades
fisico-mecéanicas de um cimento experimental dual fotoativavel a base de
MTA. 79f. 2011. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de PO4s-Graduacdo em
Odontologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Visando o sucesso do tratamento conservador da polpa, o MTA (agregado triéxido
mineral) tem sido considerado o produto de primeira escolha para a realizacado de
capeamento pulpar direto. Apresenta caracteristicas como biocompatibilidade,
capacidade de estimular a formacéo de dentina e proliferacédo celular, entre outros.
No entanto, os inconvenientes como a dificuldade de manuseio apds a manipulacéo
e longo tempo de presa tem estimulado novas pesquisas na tentativa de melhorar
essas caracteristicas. Assim, um novo cimento fotopolimerizavel baseado em MTA
(MTA F) foi desenvolvido na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de
Pelotas. Sugere-se que a presenca de mondémeros resinosos pode ter um efeito
deletério sobre a polpa dentaria. Baseado neste fato, o estudo avaliou a
citotoxicidade e genotoxicidade do MTA F em comparacdo ao convencional
disponivel no mercado bem como suas propriedades fisico-mecanicas. Foram
utilizadas culturas primarias de fibroblastos de polpa humana (FPH) e uma linhagem
de fibroblastos de camundongo 3T3/NIH. Polpa extraida de terceiros molares
humanos integros foi utilizada para a cultura de fibroblastos pulpares. Os corpos de
prova de ambos os materiais foram embebidos em 1 mL de DMEM para a obtencao
do eludato teste. Para citotoxicidade, as células foram incubadas por 24 ou 48 horas
com o eludato e avaliado pelo ensaio de MTT [3 - (4,5-dimetil-2-il) -2,5-brometo
difeniltertrazolim]. Para avaliar a genotoxicidade dos produtos através da técnica de
micronucleos, foi utilizada a técnica de coloracdo de Feulgen apos a incubacéo de
células por 24 horas com o eludato. Para a avaliacdo das caracteristicas fisico-
mecanicas do MTA experimental foram realizados os testes de resisténcia a tragéo
diametral e sorcdo e solubilidade. Os resultados foram analisados pelos testes
ANOVA e Kruskal Wallis considerando p<0,05. O MTA fotopolimerizavel apresentou
efeitos citotoxicos semelhantes ao MTA convencional nas duas linhagens celulares.
O percentual de micronucleos foi diferente entre os materiais, porém ambos foram
semelhantes ao controle. A resisténcia a tracdo diametral do MTA experimental foi
inferior ao MTA comercial. O MTA convencional foi mais soluvel e ambos tiveram o
mesmo comportamento em relacdo a sor¢do de agua. Os resultados sugerem que 0
MTA experimental fotopolimerizavel teve comportamento e biocompatibilidade
semelhante ao MTA disponivel comercialmente, sendo um material promissor para o
capeamento pulpar.

Palavras-chave: MTA, citotoxicidade, genotoxicidade, cultivo celular, fibroblastos
pulpares.



Abstract

PINTADO, Laura Siqueira. Cytotocity, genotoxicity, physical and mechanical
properties of an experimental MTA based light-cure cement. 79f. 2011.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Poés-Graduacdo em Odontologia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Aiming at the success of conservative pulp treatment, the MTA (mineral trioxide
aggregate) has been considered the first choice product for performing direct pulp
capping. It has features such as biocompatibility, ability to stimulate the formation of
dentin and cellular proliferation, among others. However, drawbacks such as difficulty
of handling after the manipulation and extended setting times stimulated new
researches in an attempt to improve such characteristics. Thus, a light-cured cement-
based MTA was developed at the CDC-BIO in the Faculty of Dentistry of the Federal
University of Pelotas. It is suggested that the presence of resin monomers may have
a deleterious effects on the dental pulp. Based on this fact, the study evaluated the
cytotoxicity and genotoxicity of the experimental MTA compared with the
conventional commercially available as well as their physical and mechanical
properties. Primary cultures of human pulp fibroblasts (HPF) and one strain of mouse
fibroblasts 3T3/NIH were employed. Pulp of extracted sound human third molars was
used for the pulpal fibroblast cell culture. Specimens were made from the two
materials and embedded in 1 mL of DMEM for obtaining the test eluate. For
cytotoxicity, cells were incubated for 24 or 48 hours with the eluate and evaluated by
the MTT assay [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide]. To
assess the genotoxicity of the products through micronucleus development the
Feulgen staining technique was employed after cell incubation for 24 hours with the
eluate. For the evaluation of physical and mechanical properties of the experimental
MTA diametral tensile strength and sorption and solubility tests were performed. The
results were analyzed by ANOVA and Kruskal Wallis tests considering p <0.05. The
light-curing MTA showed cytotoxic effects similar to conventional MTA in the two cell
lineages. The percentage of micronuclei was different between the materials, but
both were similar to control. The diametral tensile strength was lower for the
experimental MTA. The conventional MTA was more soluble and both had the same
behavior in relation to water sorption. The results suggest that the experimental light-
cured MTA had similar behavior and biocompatibility comparable to the commercially
available MTA and is a promising material for pulp capping

Keywords: MTA, cytotoxicity, genotoxicity, cell culture, pulp fibroblasts.
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1 INTRODUCAO

O tratamento pulpar conservador tem por objetivo tratar injarias reversiveis e
manter a vitalidade e a funcéo da polpa dentaria. Dependendo do tipo de injaria dois
tipos principais de tratamentos podem ser realizados, o capeamento pulpar direto e
o indireto. O capeamento pulpar indireto é realizado em cavidades profundas, sem
exposicao pulpar, enquanto o capeamento pulpar direto e a pulpotomia séo
realizados em casos de exposi¢éo pulpar. O sucesso do tratamento depende do tipo
e da localizacdo da injuria, qualidade do tecido pulpar, idade dentéaria, tipo de
material capeador utilizado e da integridade da cavidade restauradora (TZIAFAS,
2004).

Por muitos anos, o hidréxido de calcio ocupou o posto de material de
primeira escolha para a protecdo e inducdo da polpa dentaria em casos de
exposicao pulpar e cavidades profundas. Atualmente, no entanto, em casos de
capeamento pulpar direto o material de primeira escolha tem sido o cimento mineral
trioxido agregado (MTA) (PARIROKH e TORABINEJAD, 2010b), visto que, é um
material biocompativel (CAMILLERI e PITT FORD, 2006; ROBERTS et al., 2008;
PARIROKH e TORABINEJAD, 2010a), que apresenta resultados clinicos
satisfatorios e até mesmo superiores ao hidroxido de calcio (AEINEHCHI et al.,
2003).

O MTA é um material efetivo para a realizacdo de capeamento pulpar, pois
estimula a formacéo de dentina reparativa formando tecido mineralizado ostedide no
local do capeamento (TZIAFAS et al., 2002; CHACKO e KURIKOSE, 2006).

Apesar das favoraveis qualidades comprovadas em diversos estudos,
defendendo a aplicagéo clinica do MTA, algumas de suas caracteristicas tém sido
citadas como limitantes por dificultarem sua aplicag&o. As limitacbes do MTA estéo
relacionadas a dificuldade de manipulacdo do material (ALANEZI et al., 2010;
PORTER et al., 2010), tempo de trabalho reduzido (MATT et al., 2004; CHNG et al.,
2005) e o tempo de presa considerado prolongado (CHNG et al., 2005; CHIANG e
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DING, 2010; PARIROKH e TORABINEJAD, 2010b), variando em 50 minutos
(KOGAN et al., 2006) até trés horas (TORABINEJAD et al., 1995; PORTER et al.,
2010). Neste sentido diversos autores sugeriram altera¢cdes na formulacdo do MTA
convencional para diminuir o tempo de trabalho (BORTOLUZZI et al., 2006; KOGAN
et al., 2006; BER et al., 2007; WATTS et al., 2007; BORTOLUZZI et al., 2009).

Alguns trabalhos podem ser encontrados na literatura objetivando melhorar
as propriedades do MTA citadas anteriormente através da formulagcdo de um MTA
fotopolimerizavel, os quais apresentam diferencas na composicdo como a adicdo de
mondmeros resinosos (GOMES-FILHO et al.,, 2008; GOMES-FILHO et al., 2010;
GANDOLFI et al., 2011; GOMES-FILHO et al., 2011).

Com propriedades semelhantes ao MTA e buscando melhorar as
propriedades clinicas de trabalho, como manipulacdo e tempo de presa, um cimento
experimental & base de MTA foi desenvolvido na Faculdade de Odontologia da
UFPel com a proposta de ser fotoativavel e manter a sua reacdo de presa
tradicional, sendo assim um cimento dual. O MTA dual fotoativado (MTA F) é
composto por duas pastas, uma catalisadora e a outra ativadora, que ao serem
misturadas iniciam o processo de presa quimica que pode ser concluida com a
utilizacao do fotopolimerizador. Esse material foi desenvolvido para a realizacdo de

capeamento pulpar direto.

Porém, esse novo material apresenta em sua composicdo mondémeros
resinosos como o Bis-EMA 10 e o Bis-EMA 30, que entrardo em intimo contato com
a polpa dentaria no momento do capeamento, podendo desencadear alguma reacéo
de potencial citotoxico ou genotoxico sobre as células deste tecido, visto que esta &
uma caracteristica dos metacrilatos (GEURTSEN et al., 1998; SIDERIDOU e
ACHILIAS, 2005; CHANG et al., 2010; NOCCA et al., 2010; KRIFKA et al., 2011).

Ensaios como resisténcia a tragdo diametral e sor¢cdo e solubilidade sé&o
testes freqientemente empregados para a avaliacdo mecéanica e fisica de materiais
odontologicos (MORAES et al., 2010; GANDOLFI et al., 2011). A sorcdo de agua e a
solubilidade podem levar a uma variedade de processos fisicos e quimicos na
estrutura dos mondmeros que podem levar a efeitos deletérios na fungdo e na
estrutura dos polimeros dentais, incluindo sua capacidade retentiva na adesao
dentaria (MALACARNE et al., 2006).
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Nesse sentido, 0 presente estudo pretende avaliar em cultivo primario de
fibroblastos pulpares de dentes humanos e em uma linhagem celular imortalizada de
fibroblastos de camundongo 3T3/NIH, as propriedades biologicas através do ensaio
de citotoxicidade e genotoxicidade deste cimento experimental fotoativado a base de
MTA comparando-o com o MTA comercialmente disponivel, bem como avaliar as
propriedades fisico - mecéanicas atraves do teste de resisténcia a tracdo diametral e

sorcao e solubilidade.



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo é avaliar a biocompatibilidade de um cimento
experimental & base de MTA dual fotoativavel através de cultivo primério de
fibroblastos pulpares humanos e de fibroblastos de camundongo 3T3/NIH e suas

propriedades fisico-mecanicas, comparando as com o MTA comercial.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar se, tanto o MTA comercialmente disponivel quanto o MTA dual
fotoativAvel experimental apresenta potencial citotoxico sobre os fibroblastos
pulpares cultivados e em uma linhagem celular imortalizada de fibroblastos de

camundongo 3T3/NIH.

Avaliar se, tanto o MTA comercialmente disponivel quanto o MTA dual
fotoativavel experimental apresenta potencial genotoxico sobre os fibroblastos de

camundongo 3T3/NIH.

Avaliar o valor de resisténcia a tracdo diametral do MTA dual fotoativavel
experimental comparado ao MTA comercial.

Avaliar o comportamento de sorgéo e solubilidade do MTA dual fotoativavel
experimental comparado ao MTA comercial.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fisiologia pulpar

A polpa € um tecido conjuntivo ndo mineralizado e especializado originario
da papila dentéria e cercado por dentina. Durante a formacdo do érgdo dental,
células ectomesenquimais da periferia da papila dentaria diferenciam-se em
odontoblastos, as quais sdo as células responsaveis pela formacédo da dentina. A
secrecdo de dentina ocorre ao longo de toda vida, sendo a dentina primaria aquela
secretada até a formacdo do 4pice radicular; a dentina secundaria, a camada
formada apés o fechamento do 4pice radicular e, a dentina terciaria, que pode ser de
dois tipos: reacional e reparativa (TEN CATE, 2001; KATCHBURIAN e ARANA,
2004)

A secrecdo de dentina terciaria reacional é estimulada frente a fatores como
atricdo e cérie, constituindo uma tentativa dos odontoblastos de formar uma barreira,
restabelecendo a espessura de dentina e afastando a polpa do estimulo agressor. A
dentina terciaria do tipo reparativa é formada por células indiferenciadas da polpa,
originando um tecido tipo ostedide (TEN CATE, 2001; KATCHBURIAN e ARANA,
2004). A dentina terciaria do tipo reacional apresenta caracteristicas anatdmicas,
quimicas e funcionais semelhantes as dentinas primarias e secundarias (SMITH,
2002).

A polpa dentaria é constituida pelos odontoblastos e uma regido
subodontoblastica que se divide na Zona Pobre em Células, Zona Rica em Células,
além da Regido Central da polpa. A Zona Pobre em Células é construida por
prolongamentos das células subjacentes, vasos sangiiineos e fibras nervosas. A
Zona Rica em Celulas é formada por fibroblastos (quase todos em estado de
repouso) e células indiferenciadas (stem cells). A Regido Central da polpa é
constituida por um tecido conjuntivo frouxo, com abundancia de fibroblastos,
presenca de células indiferenciadas, células do sistema imunologico e colageno
(TEN CATE, 2001; KATCHBURIAN e ARANA, 2004).
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A polpa dental apresenta também, células dendriticas que se localizam logo
abaixo dos odontoblastos estendendo seus prolongamentos na Zona Pobre em
Células. Possuem a funcéo de capturar e apresentar o antigeno ao linfocito T. S&o
mais numerosas em dentes cariados e estdo em maior nimero que 0os macréfagos
(TEN CATE, 2001). A identificacdo das células dendriticas pulpares levou a
pesquisas sobre a atividade de resposta pulpar. Essas células ndo sdo capazes de
identificar os antigenos estranhos, mas enviam sinais que ativam os linfocitos T, que

irdo desencadear o processo de defesa imunolégico pulpar (JONTELL et al., 1998).

Os odontoblastos sdo células pos-mitédticas responsaveis pela secrecdo da
dentina. Sao células sintetizadoras e secretoras de proteinas, principalmente de
colageno tipo I. Os odontoblastos permanecem funcionais e continuam secretando
dentina ao longo da vida, porém em quantidade reduzida, mantendo sua capacidade
de responder a estimulos ambientais leves. Quando estimulados, apresentam um
aumento de sua atividade secretora levando a regeneracao dentinaria, podendo o

estimulo ser de natureza exdégena ou endégena (SMITH et al., 1995).

Em preparos cavitarios com exposicdo pulpar, no quais ocorre lesao
tecidual, foi comprovada a proliferacdo, migracdo e diferenciacdo de células
semelhantes a odontoblastos, levando a secrecdo de dentina reparadora (TECLES
et al., 2005). Neste caso, as células endoteliais injuriadas sdo responsaveis pelo
recrutamento de células semelhantes a odontoblastos para a regido afetada
(MATHIEU et al., 2005), uma vez que os odontoblastos priméarios sédo destruidos. O
reparo se tornara possivel quando novas células semelhantes aos odontoblastos
forem recrutadas secretando dentina terciaria na presenca de material de

capeamento pulpar (TZIAFAS et al., 2001).

Nesses casos, quando a polpa esta livre de contaminacdo bacteriana e
apresenta condicdes de reparo as células pulpares em contato com o material
capeador proliferam e elaboram um novo coladgeno em contato com a regiao pulpar
necrética iniciando a formagdo de dentina reparativa. Uma camada de células

semelhantes & odontoblastos € formada em associacdo com uma calcificacdo

superficial, secretando uma matriz mineralizada como pré-dentina (TZIAFAS, 2004).
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3.2 Materiais capeadores

3.2.1 MTA

O MTA, mineral triéxido agregado, foi lancado no mercado na década de 90,
desenvolvido com a funcdo de material retro-obturador endodbéntico, sendo
sequencialmente usado para capeamento pulpar, pulpotomia, vedamento de
perfuracdes radiculares entre outras funcdes (PARIROKH e TORABINEJAD, 2010a).
O MTA é comercializado nas cores branca ou cinza, sendo o MTA branco composto
por calcio, silica, bismuto e oxigénio, enquanto o MTA cinza € composto por calcio,
silica, aluminio, ferro, bismuto e oxigénio (CAMILLERI et al.,, 2005). Ambos
apresentam pH basico variando de 10 — 12, apresenta pouca solubilidade
(TORABINEJAD et al.,, 1995) e excelente capacidade seladora na presenca de
umidade (TORABINEJAD et al., 1994; DANESH et al., 2006; MAROTO et al., 2007).

O hidroxido de calcio € um material odontolégico de capeamento pulpar
amplamente utilizado na odontologia, considerado padrdo ouro (HORSTED-
BINDSLEYV et al., 2003) porém apresenta algumas desvantagens como presenca de
canais na barreira de dentina formada, obliteracdo da camara pulpar, alta
solubilidade nos fluidos orais, falta de adeséo e degradacdo apos condicionamento
acido (COX et al., 1996; COX et al., 1998; COX et al., 2001). Além de apresentar
comportamento instavel no capeamento pulpar de dentes permanentes mais velhos
(TZIAFAS et al., 2002).

A utilizacdo do MTA para capeamento elimina algumas desvantagens do
hidroxido de calcio como solubilidade e infiltragdo. Sendo portanto, o MTA
apropriado para o capeamento pulpar direto (DAMMASCHKE, WOLFF, et al., 2010).

O MTA é rico em oOxidos de célcio, que sdo convertidos em hidroxido de calcio
em contacto com fluidos dos tecidos (CAMILLERI, 2008). O hidroxido de calcio
se separa em ions de calcio e hidréxido, resultando em aumento do pH e liberacéo
dos ions célcio. Os ions de calcio podem atravessar a membrana celular por
despolarizacdo ou ativacdo dos canais de calcio ligado a membrana, portanto, &
provavel que esse ion apresente um papel no processo reparador melhor do que a
hidroxila idnica, presente no hidréxido de célcio. Os ions célcio sdo necessarios para

a diferenciacdo e mineralizacao de células pulpares (TAKITA et al., 2006).
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Quando comparado in vivo, o capeamento pulpar direto com MTA e hidroxido
de calcio, foi observado que o MTA cicatrizou o tecido pulpar mais rapidamente,
porém em 60 dias ambos os materiais foram efetivos no tratamento capeador
(ACCORINTE MDE et al., 2008).

Recente estudo in vivo, mostrou que o capeamento pulpar direto com o MTA
apresenta biocompatibilidade, induz a formacao de fibrodentina e dentina reparadora
na superficie pulpar em contato direto com o material. Observaram que houve
diferenca significativa entre a resposta da polpa ao MTA ap6s duas semanas e 0ito
semanas de capeamento pulpar. Apés duas semanas, as polpas capeadas com
MTA mostraram a formacao de matriz de dentina reparadora. Gradativamente, essa
matriz foi calcificada com padréo tubular e as células odontoblastica se organizaram
em forma palicada, consituindo efetiva ponte de dentina. Apds oito semanas havia
menos inflamacdo no grupo do MTA, com um padrdao em palicada das células
odontoblastica e uma espessa barreira de tecido duro com um padréo mais tubular.
Este estudo ocmparou as propriedades do MTA com um cimento endoddntico
(ZARRABI et al., 2010).

Outro estudo atual comparou histologicamente a resposta do hidréxido de
calcio, do MTA e da propolis em capeamento pulpar de pré-molares humanos. Seus
resultados confirmaram a superioridade do MTA em relacdo ao CaOH, relacionada a
producdo de menor inflamacéo pulpar e formagéao de ponte de dentina com melhor
qualidade. A propolis apresentou comportamento semelhante aos materiais
capeadores comparados (PAROLIA et al., 2010).

Avaliando ap0s seis meses o tratamento capeador em macacos, as polpas
dos dentes capeados com MTA apresentavam auséncia de processo inflamatorio e
a formacdo de ponte de dentina, em contraste com os dentes capeados com
hidroxido de célcio, nos quais as polpas apresentaram inflamacdo, ndo havendo

formacéo de pontes de dentina em todos os casos (FORD et al., 1996).

O uso de MTA em caninos com cavidades classe V com exposicao pulpar
induziu mudancas citologicas e fisiolégicas nas células pulpares, resultando na
formacdo de dentina reparadora na regido exposta da polpa dentaria. O MTA
oferece um substrato biologicamente ativo para as células pulpares, capaz de

regular os eventos da dentinogénese. O efeito inicial do MTA na superficie da polpa
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exposta foi a formacdo de uma camada superficial de estruturas cristalinas em
contato com o material capeador. Células colunares com polarizagdo nuclear e
citoplasmatica organizaram ao longo das estruturas cristalinas. Esta reacao de curto
prazo indica claramente a estimulacdo da atividade biossintética das células

pulpares pelo processo de capeamento (TZIAFAS et al., 2002).

Outro estudo em roedores comparou a proliferagcdo celular em molares de
roedores com capeamento pulpar com MTA e hidréxido de célcio. Em andlise
imunoistoquimica (DAMMASCHKE, STRATMANN, et al., 2010) e histologica
(DAMMASCHKE, WOLFF, et al.,, 2010) observaram qua ambos o0s materiais

obtiveram resultados similares.

Estudos recentes, in vitro, demonstraram que o MTA apresenta menor
citotoxicidade quando comparado ao cimento de hidroxido de calcio em cultivo
celular, além de estimular a formacdo de tecido 6sseo (DE SOUZA COSTA et al.,
2008; YASUDA et al., 2008; SEPET et al., 2009), bem como, maior capacidade de
liberar ions calcio e de induzir proliferacao celular (MOGHADDAME-JAFARI et al.,
2005; TAKITA et al., 2006). Porém o cimento de silicato dicalcio com éxido de
bismuto apresentou maior viabilidade celular que o MTA branco em células humanas
semelhantes a osteoblastos imortalizadas (MG63) (CHIANG e DING, 2010).

Crescente volume de estudos in vitro com o teste de citotoxicidade tem sido
realizado por diversos autores com a finalidade de verificar a biocompatibilidade de
um produto experimental através da comparacdo com o MTA comercialmente
disponivel. O ensaio de citotoxicidade foi realizado com o MTA, o Endo-COM-Sealer
e 0 Sealapex em fibroblastos de rato (L929). Nenhum dos materiais inibiu a
viabilidade deste tipo celular (GOMES-FILHO et al., 2009), bem como o material
obturador bioceramico EndoSequence (ALANEZI et al., 2010).

Um cimento poliuretano a base de 6leo de mamona teve sua citotoxicidade
comparada ao MTA e ao cimento de hidroxido de calcio. Foram utilizadas células
pulpares de uma linhagem celular estabelecida. O cimento a base de mamona
apresentou menor citotoxicidade que o MTA e o CaOH apresentou maior
citotoxicidade que o MTA. O material testado apresentou maior proliferacao celular

guando comparado ao grupo controle, sem tratamento (CAMARGO et al., 2009).
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O MTA foi capaz de permitir adesdo, proliferacdo e migracdo de células
mesenquimais cultivadas (hMSCs), apresentando apés 14 dias proliferacdo celular
maior que o grupo controle (D'ANTO et al., 2010). Em contato com células pulpares
humanas, o0 comportamento biolégico se repetiu com presenca de
biocompatibilidade e proliferagdo celular (TAKITA et al., 2006; PARANJPE et al.,
2010).

Em cultura primaria de fibroblastos do ligamento periodontal o MTA
demonstrou diminuicdo da viabilidade celular em relacdo ao grupo controle, o que
pode estar relacionado aos ions bismuto e aluminio, presentes no material, que

podem ser toxicos a este tipo celular (YAN et al., 2010).

Utilizando o teste de genotoxicidade, um ensaio in vitro, € possivel avaliar as
concentracbes subletais que podem causar danos hereditarios ao DNA celular. O
dano ao DNA é o primeiro passo na carcinogénese (DA SILVA et al., 2006; RIBEIRO
et al., 2006). O teste de genotoxicidade € de grande importancia de ser realizado
antes da utilizacdo de um material, visto que, muitos materiais dentarios
permanecem em contato com os tecidos orais por longos periodos. As propriedades
do material e o tempo que permanecem em exposicdo podem ser fatores

importantes que as atividades nocivas (RIBEIRO et al., 2004).

O MN consiste em massas de DNA com aparéncia de um pequeno nucleo
localizado no citoplasma celular dependente da divisdo celular, da quantidade e
proliferagéo e da morte celular (DE ALMEIDA et al., 2004).

Materiais odontoldgicos resinosos tém sido identificados por apresentar algum
potencial mutagénico. Contudo, a mutagenicidade ndo significa carcinogenicidade
(capacidade de causar tumores) porque muitas mutacdes sdo reparadas e outras

sdo ateé irrelevantes para causar doencas (ANUSAVICE et al., 2005).

O ensaio de MN ¢é utilizado como um marcador biol6gico para avaliar o grau
de comprometimento das células. Eles somente se expressam em células que
completaram pelo menos uma divisdo celular, apds sofrerem acdo do agente
genotoxico. Frequentemente a ndo incorporagdo destes fragmentos ocorre por nao
possuirem centrébmero, e por isto ndo conseguirem migrar em direcdo aos polos do

fuso, permanecendo atrasados na anafase. Estes fragmentos de DNA deixados para
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trds séo incorporados dentro de nucleos secundarios, permanecendo no citoplasma
celular (FENECH, 2000).

O MTA e o Cimento Portland tiveram seus efeitos genotdxicos testados em
linfécitos periféricos humanos, que apresentam a vantagem de serem células
humanas com cari6tipo normal, pela técnica cometa. Ambos os materiais nao
aumentaram o nivel de lesbes ao DNA nesse tipo celular, segundo a técnica do
ensaio cometa (BRAZ et al., 2006). Outros estudos semelhantes comprovaram que
o MTA néo apresenta efeito genotdoxico (DA SILVA et al., 2006; RIBEIRO et al.,
2006; ZEFERINO et al., 2010).

Um cimento de resina natural a base de o6leo de mamona teve sua
genotoxicidade comparada ao MTA e ao cimento de hidroxido de calcio através do
teste de contagem de MN. Foram utilizados fibroblastos de hamister chinés V79.
Nenhum efeito genotdxico foi encontrado nos materiais testados (CAMARGO et al.,
2009).

Assim como avaliacdes bioldgicas, como a citotoxicidade e a genotoxicidade,

testes mecanicos também sdo amplamente realizados com os materiais.

O teste mecanico de resisténcia a tracdo diametral (DTS) avalia em mega
pascal (MPa) a resisténcia a tracao apresentada pelo material. Denominado teste de
compressdo diametral o método consiste na transferéncia de uma carga
compressiva por uma placa plana na lateral de um corpo-de-prova (CP) curto, e
cilindrico (disco) no qual a forca compressiva vertical ao longo da lateral do disco
produz uma tenséo de tracdo perpendicular ao plano vertical que passa pelo centro
do disco, onde ocorre a fratura (Figura 1). O resultado confiavel ocorre quando o CP

se fragmenta em apenas duas partes (ANUSAVICE, 2005).
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Plano de
fratura

Figura 1. Ensaio de compressao diametral (DTS). Forca compressiva aplicada na

lateral do disco que produz uma fratura por tracdo (ANUSAVICE, 2005).

Chiang e Ding, em 2010 realizaram o teste DTS com o MTA branco
comparando-o com um cimento de silicato dicalcio com ou sem a adicao de éxido de
bismuto. Os CP apresentavam 6mm x 4mm e foram armazenados em 100% de
umidade a 37°C por 24h. O MTA convencional apresentou maior valor de DTS 7.4
MPa; os outros materiais apresentaram valores de 2.1 MPa e 1.8 MPa
respectivamente (CHIANG e DING, 2010). Outros estudos encontraram o valor
médio de DTS para o0 MTA branco apos 24h de 4.4 MPa (HUANG et al., 2008; KAO
et al., 2009) e imediatamente (Oh) (SHIE et al., 2009). Apos imersdo em pH 6.4 por
sete dias o valor de DTS para o MTA foi de 11.2 MPa e 7.9 MPa quando imerso em
pH 4.0 por sete dias (SHIE et al., 2009).

3.2.2 Limitagbes do MTA

Algumas caracteristicas do MTA tém sido citadas como limitantes por
dificultarem sua aplicacéo. As limitagbes do MTA estdo relacionadas a dificuldade de
manipulagcdo do material, tempo de trabalho reduzido e o tempo de presa
prolongado. O p6 do MTA é misturado com agua destilada produzindo uma pasta

com aspecto arenoso, sendo esta, dificil de ser aplicada no sitio desejado e de se
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conseguir boa adaptacdo e compactacédo (KOGAN et al., 2006). Diversos autores
sugerem alteracbes na férmula do MTA convencional visando melhorar estas
propriedades (KOGAN et al.,, 2006; BER et al., 2007; BORTOLUZZI et al., 2009;
GANDOLFI et al., 2011; GOMES-FILHO et al., 2011)

Para diminuir o tempo de presa e melhorar as caracteristicas de manipulacéo
do material, um estudo adicionou ao MTA, lidocaina 2%, gel de hipoclorito de sddio
3%, gel de digluconato de clorexidina, gel K-Y e cloreto de calcio 3% e 5%,
comparando com agua estéril. O tempo de presa do MTA com agua estéril foi de 50
minutos, o hipoclorito, o gel K-Y e o cloreto de calcio 5% diminuiram o tempo de
presa para 20 minutos. A combinacdo MTA com gel de hipoclorito foi apresentou
melhores caracteristicas de manipulacéo, se assemelhando ao IRM (KOGAN et al.,
2006).

Outros estudos, com 0s mesmos objetivos anteriores testaram a adi¢cdo do
cloreto de célcio ao MTA, em associacdo com metilcelulose (BER et al., 2007),
verificando que o cloreto de célcio ndo interfere na sua capacidade seladora
(BORTOLUZZI et al.,, 2006), diminui a solubilidade e aumenta o pH do MTA
(BORTOLUZZI et al., 2009).

Gomes-Filho et. al., em 2008, publicaram um estudo com um MTA
experimental fotoativavel com propriedades semelhantes ao MTA convencional,
porém com melhores propriedades de trabalho. Apresenta facilidade de aplicacao e
a polimerizacao permite secagem imediata. Constituido por aerosil 8%, resina 42%,
MTA 44,5%, Basulfate 5%, componentes resinosos (Bis-GMA 20%, resina propria
biocompativel [FDA] 77,25%, modificador 2,4%, iniciador 0,32% e estabilizador de
iniciador 0,032%). Neste estudo, os autores avaliaram a capacidade e a habilidade
do MTA experimental, comparado com o MTA (Angelus), em simular a mineralizacéo
em tecido subcutaneo de ratos. O MTA experimental apresentou moderada
inflamagcéo crénica em 30 dias enquanto o MTA (Angelus) apresentou leve
inflamacé&o crénica; em 60 dias apresentaram reacdo inflamatoria semelhante. O
MTA convencional promoveu calcificacdo distréfica nos tecidos adjacentes,
formados pelos O6xidos de calcio presentes no material, enquanto o MTA
experimental ndo estimulou formacéo de tecido 6sseo (GOMES-FILHO et al., 2008).
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Em 2010, foi feita uma avaliacdo do comportamento do MTA fotoativavel em
tubos de polietileno no alvéolo de ratos, comparando-o com o MTA (Angelus). Em 30
dias ambos os materiais, inclusive o controle apresentaram leve inflamacé&o crénica.
O grupo controle (sem material) ndo apresentou formacao 6ssea, o MTA (Angelus)
apresentou areas de calcificacdo distréfica em contato intimo com o material nos
periodos avaliados e 0 MTA experimental ndo estimulou a formacgédo de calcificagdo
0ssea, porém o tecido 6sseo cicatricial estava em contato com o material separado
por um tecido nao-mineralizado. Bis-GMA presente no MTA experimental nao
interferiu na cicatrizacdo alveolar ap6s 90 dias (GOMES-FILHO et al., 2010). A
mineralizacdo pode ser retardada pela presenca do bisfenol-alfa-metacrilato, um dos
principais componentes do material, o qual é altamente solavel, ou pelo
aprisionamento dos 6xidos de calcio do MTA (GOMES-FILHO et al., 2011).

Gandolfi, et. al., em 2011, apresentaram um cimento fotopolimerizavel de
MTA com silicato de calcio, voltado para utilizagdo como material retro-obturador em
cirurgia parendodoéntica e aplicacdo em defeitos 6sseos, buscando suprir a limitacao
do cimento de MTA de longo tempo de presa. O material desenvolvido é constituido
por silicato de calcio que constitui o pé e a parte liquida que € formada pelos
monémeros HEMA e TEGDMA, mais CQ e EDAB. Neste estudo realizaram diversos
testes tais como o0 ensaio de citotoxicidade, sorcdo e solubilidade, liberacdo de
calcio entre outros. No teste de citotoxicidade o MTA fotopolimerizavel apresentou
aumento da viabilidade celular como os demais grupos (ProRoot e controle) apés
24horas, porém apos trés dias a viabilidade celular do ProRoot foi maior. O MTA
fotopolimerizavel apresentou baixa solubilidade e absorveu mais agua que os
demais materiais. Apresentou liberacdo de calcio e estimulou a formacédo Ossea
(GANDOLFI et al., 2011).

3.3 Monbmeros resinosos

O MTA experimental fotoativavel € composto por duas pastas uma pasta base
e uma ativadora. Cada uma destas pastas apresenta em sua composicdo 40% de
Bis-EMA, sendo 20% de Bis-EMA 10 e 20% de Bis-EMA 30.

Mondmero é denominado um composto quimico capaz de reagir para formar

um polimero. Os polimeros consistem em grandes moléculas organicas e quanto
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mais longa a cadeia do polimero, maior € a quantidade de tramas entre as cadeias,
portanto, mais dificil se torna distorcer o material polimérico, e assim, as
caracteristicas como rigidez, resisténcia e temperatura de fusdo aumentam com o
aumento da cadeia. Quanto maior a cadeia, maior 0 seu peso molecular
(ANUSAVICE, 2005).

Biologicamente, a polimerizagdo dos polimeros raramente é inteiramente
completa, e desta forma, as moléculas dos monbémeros residuais podem ser
lixiviadas (devido seu baixo peso molecular) e causar reacdes adversas, como as
reacoes alérgicas. Essa perda de monémeros leva a diminuicdo do peso molecular
do polimero (ANUSAVICE, 2005).

Os polimeros sédo dissolvidos lentamente e raramente sdo solUveis ou
insoliveis em algum liquido e quanto mais longa a cadeia mais lentamente um
polimero dissolve. Os polimeros tendem mais a absorver um solvente, inchar e
amolecer, do que a dissolver. As ligacdes cruzadas impedem a completa separacao
da cadeia e retardam a dissolucdo portanto polimeros com grande quantidade de
ligagbes cruzadas ndo podem ser dissolvidos. As moléculas absorvidas afastam as
cadeias poliméricas e faciltam o escorregamento das cadeias, esse efeito
plastificante € chamado de plastificacdo. A ligacdo cruzada prové um ndmero
suficiente de pontes entre as macromoléculas lineares, para formar uma rede
tridimensional que diminui a sor¢éo de 4gua e a solubilidade e aumenta a resisténcia
e a rigidez da resina (ANUSAVICE, 2005).

Os dimetacrilatos surfactantes, apresentam dois grupos polimerizaveis
formando polimeros com ligagdes cruzadas (C=C). Estes materiais tém a
caracteristica de reduzir a tensdo de superficie, tornando mais facil a mistura entre
dois liquidos. Sdo componentes organicos ambifilicos, pois contém tanto grupos
quimicos hidrofilicos quanto hidrofébicos, sendo solliveis em agua e solventes
organicos. Este comportamento bipolar € muito importante para a melhora dos
sistemas adesivos, pois possibilita menor hidrélise devido a formacéo das ligacdes
cruzadas, sem a perda de massa, produzindo propriedades melhoradas de
penetracdo nas fibrilas desmineralizadas de colageno na camada hibrida (ZANCHI

et al., 2011).
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O mondmero Bis-EMA (bisfenol A etoxilado dimetacrilato) é um analogo
dimetacrilato do Bis-GMA (2,2-bis [4 - (2-hidroxi-3-methacryloyloxypropyl) fenil] —
propano) que pode apresentar diferentes tamanhos de cadeias e peso molecular, se
caracterizam basicamente pela presenca de dois radicais metacrilatos
correspondendo ao grupo hidrofébico e longas cadeias de éxido de etileno ([-CHo-
CH,-O-]) que séo a parte hidrofilica da molécula. Estas longas cadeias estendidas
de 6xido de etileno propiciam grande flexibilidade a estes materiais, melhorando a

mobilidade de todo o sistema (Figura 2).

OO,

n+m=4,100r 30
OH OH
(0] )

Figura 2 - Estruturas moleculares do Bis-EMA com 4, 10 e 30 oOxidos etilenos e a
estrutura molecular do Bis-GMA (OGLIARI et al., 2008).

O Bis-GMA consiste em um mondmero dimetacrilato amplamente utilizado
para criar a base de resinas de materiais dentarios, apresenta rigida estrutura
aromatica a qual fornece adequadas propriedades mecanicas para 0s materiais, 0
que € necessario para obtencdo de bons resultados clinicos. Porém a alta
viscosidade do Bis-GMA diminui o grau de conversdo dos monémeros na auséncia
de outros monémeros de baixa viscosidades. No entando, quando se adiciona
mondmeros de baixa viscosidade como o TEGDMA ocorre aumento na contracao de
polimerizacao e absorcédo de agua, o que pode prejudicar o desempenho clinico do
material (OGLIARI et al., 2008).

O Bis-EMA apresenta menor viscosidade que o Bis-GMA, uma caracteristica

favoravel para o desempenho dos materiais odontolégicos. Neste estudo os autores
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avaliaram a influéncia do tamanho da cadeia de mondémeros do Bis-EMA sobre os
perfis de polimerizacédo. O Bis-EMA 30 apresentou maior taxa de convercao (82%)
gue os monomeros Bis-EMA 10 e Bis-EMA 4 (78, 3% e 59,4% respectivamente).
Com relacao a sorcédo de agua o Bis-EMA 30 apresentou valor mais elevado (622,3)
guando comparado ao Bis-EMA 4 e 10. Em relacao a solubilidade o comprimento da
cadeia foi significativo, o Bis-EMA 4 e 10 foram semelhantes (5,6 e 7,4,
respectivamente) e inferiores ao Bis-EMA 30 (16,36). Os monémeros Bis-EMA 10 e
30 apresentaram alta elasticidade (OGLIARI et al., 2008).

O monbémero HEMA, amplamente utilizado na composicdo de adesivos
dentarios, € um monémero pequeno, formado por apenas um grupo polimerizavel o
que o torna mais suscetivel a hidrdlise, podendo diminuir a resisténcia mecanica dos
materiais e se difundir pelos tubulos dentinarios causando inflamacdo pulpar
(ZANCHI et al., 2010).

Com base nisto, um estudo buscou substituir o HEMA, de adesivos
experimentais auto-condicionantes, pelo Bis-EMA 30, que por apresentar mais
oxidos etilenos pode apresentar melhor comportamento biol6gico. A molécula do
Bis-EMA apresenta dois extensores de cadeia longa de unidades de 6xido de etileno
gue produzem um comportamento bi-polar, atuando como um agente de monémero
de superficie ativa ou surfactante depende da relacdo de unidade polar/apolar.
Quando foi utilizado em uma concentracdo de 40% do Bis-EMA 30 o adesivo
experimental apresentou comportamento mecéanico (micro tensédo) semelhante ao
adesivo comercial controle. A citotoxicidade diminui neste caso por diminuicdo da
penetragéo do Bis-EMA nos tubulos dentinarios (ZANCHI et al., 2010).

Um estudo avaliou as propriedades de diversas associacfes dos monémeros
Bis-GMA, TEGDMA e Bis-EMA 4, buscando substituir o TEGDMA e em seu lugar
associar o Bis-EMA 4 ao Bis-GMA. Dentre os ensaios, realizaram a tragdo diametral
(DTS). Os autores observaram que formulagdes compostas por 30% ou mais de Bis-
EMA em substituicio ao TEGDMA diminuiram a resisténcia mecéanica. O valor de
DTS quando usado 100% de Bis-EMA foi de 28.9 MPa. Outro resultado que se
mostrou bastante diferente do comportamento do TEGDMA associado com o Bis-
GMA foi o teste de sorcdo, onde conforme o TEGDMA foi sendo substituido pelo
Bis-EMA a sorc¢éo de agua foi diminuindo (MORAES et al., 2010).
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Geurtsen em 1998 avaliou a citotoxicidade de 35 mondmeros resinosos em
fibroblastos 3T3 e em cultivo primério de fibroblastos pulpares, gengivais e do
ligamento periodontal. Os monémeros mais citotoxicos foram o UDMA, o Bis-GMA e
o TEGDMA. O Bis-EMA apresentou menor citotoxicidade que estes mondmeros
acima mencionados (GEURTSEN et al., 1998).

A citotoxicidade de quatro resinas compostas (2100, Solitaire 2, Filtek P60 e
Synergy) foi avaliada nos fibroblastos 3T3, através do contato direto com as células
por 72hs e com o eludato do extrato obtido pelo etanol destes compdsitos. O teste
colorimétrico MTT foi utilizado. O material mais citotoxico no contato direto foi a
resina Solitaire 2 (Bis-GMA, TEGDMA, UDMA) e a menos citotdxica foi a Synergy
(Bis-GMA, Bis-EMA, TEGDMA). No outro teste a resina Synergy apresentou maior
citotoxicidade, ndo havendo diferenca estatistica entre os outros grupos. Esses

resultados se devem devido a composi¢ao de cada material (DARMANI et al., 2007).

Em outro estudo foi avaliada a qualidade e a quantidade dos monémeros Bis-
GMA, TEGDMA, UDMA e o Bis-EMA 4 extraidos com etanol das resinas Z100 e
Z250. O monémero Bis-EMA de presa de 60s apresentou liberacdo crescente do
mondmero durante 30 dias. O Bis-EMA de presa de 100s apresentou liberagcao
somente nos trés primeiros dias, sendo semelhante ao TEGDMA e UDMA. Quando
extraidos os monémeros das resinas observaram que quanto maior o tempo de
polimerizacdo menor a liberagdo dos mondmeros. O Bis-EMA esta presente
somente na Z250, sendo liberado por 30 dias (SIDERIDOU e ACHILIAS, 2005).

Estudo com cultura primaria de fibroblastos pulpares avaliou a citotoxicidade
de 4 adesivos odontolégicos, CMF Bond (Adesivo), Prime&Bond, Clearfil S (adesivo)
e XP Bond. O adesivo CMF Bond foi 0 Unico que apresentou viabilidade celular
semelhante ao grupo controle apdés 72h de teste, permitindo proliferacdo celular, o
gue pode ser explicado por este adesivo ser livre de TEGDMA e HEMA (TRUBIANI
et al., 2010).



4 MATERIAIS E METODOS

O projeto de pesquisa do presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas
(Parecer N° 162/2010).

4.1 Ensaios Bioldgicos

4.1.1 Técnica de cultivo primério de fibroblastos pulpares humanos

Através do cultivo primario foi estabelecida uma linhagem celular de
fibroblastos pulpares humanos (FPH), pela técnica de explants (FRESHNEY, 2000),
para a avaliacdo da biocompatibilidade do MTA dual fotoativavel experimental (MTA
F) comparado com o MTA comercial (Angelus, Solu¢cdes Odontoldgicas, Londrina,
PR, Brasil). Figura 3.

A linhagem celular foi estabelecida no Laboratorio de Cultivo Celular da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas (NCT-Bio/FOUFPel).
Terceiros molares higidos com rizogénese incompleta e com o0 apice aberto,
apresentando indicacdo de extracdo por motivos terapéuticos, foram extraidos na
Unidade de Cirurgia de Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de
Pelotas e utilizados nessa pesquisa, para 0s quais 0s pacientes efetuavam doacéo,
assinando termo de doacado dos dentes para a pesquisa. Dois dentes,
primeiramente, foram extraidos e imediatamente transportados para o laboratdrio,
sob refrigeracdo em um falcon de 15ml contendo meio de transporte composto por
Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco/Invitrogen—Lote: 563487)
com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco/Invitrogen- Lote:210120) e 1% de
antibiético (estreptomicina/penicilina, Gibco/Invitrogen-Lote: 847143). Na capela de
fluxo laminar vertical (Quimis/ Série 041109) cada dente teve a sua polpa removida
através do apice radicular com o auxilio de curetas estéreis (Dentsply, n° 17). Apos,

os fragmentos pulpares foram lavados por duas vezes em PBS (Gibco/lnvitrogen-
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Lote:558182) e imersos em um meio de cultivo (DMEM + 10% de SFB + 1% de
antibiético).

Logo, em uma placa de Petri estéril o tecido pulpar foi fragmentado com o
auxilio de duas laminas de bisturi n° 15, em varias partes de aproximadamente 1
mm? cada. Esses fragmentos foram colocados em uma garrafa de cultivo celular
(Techno Plastic Products) de 25 cm? de modo que se mantivessem aderidos ao
fundo da garrafa. Nesta garrafa de cultivo com os fragmentos foi adicionado 1ml de
meio de cultivo (DMEM + 10% de SFB + 1% de antibidtico) e logo foi levada a
incubadora (estufa 5% CO, e 95% de O,, Thermo Electron Corporation). Nas
primeiras 72 horas, os fragmentos permaneceram em repouso, no interior da garrafa
de cultivo, sem nenhum movimento nos frascos. ApOs este primeiro periodo, as
garrafas foram monitoradas a cada 48/72 hs em microscopio de luz invertida
(AAKER) para a observacdo da migracdo das células a partir dos explants. Nesse
periodo, 1ml de meio de cultivo era adicionado, cuidadosamente a cada garrafa de
cultivo. Os fragmentos nao aderidos foram removidos. ApGs o inicio da migracédo das
células, os explants foram descartados, e as células mantidas até a sua confluéncia

na garrafa de cultivo, sempre em atmosfera de 5% CO, a 37°C.

O meio de cultura foi trocado a cada dois ou trés dias, de acordo com o
metabolismo celular observado através da alteracdo de coloracdo do meio. As
células foram subcultivadas quando atingiam uma quantidade maior que 70% da
area cultivavel do frasco, o que se denomina subconfluéncia. Para o subcultivo, a
garrafa foi levada a capela de fluxo laminar, logo o meio de cultura do frasco foi
removido com pipeta Pasteur estéril acoplada a bomba a vacuo (AspiraMax/
Industria de Aparelhos Médicos Ltda). A pipeta foi apoiada no fundo da garrafa na
parede oposta a area de cultivo para a succdo do meio. A monocamada celular foi
lavada uma vez com 3 ml de PBS, pH 7,2. Em seguida, o PBS foi sugado e as
células separadas entre si e do fundo do frasco com a adicéo de 2 ml de solucéao de
tripsina a 0,25% com &cido etilenodiaminotetracético 1 mM (Gibco/Invitrogen —Lote:
794994) durante 5 minutos, a 37°C. Passados os 5 minutos a tripsina foi inativada
com 4ml de meio de cultura contendo SFB reservado anteriormente e, as células em
suspensao transferidas para um falcon de 15 ml. Com uma pipeta volumétrica o
conteudo do falcon foi ressuspenso para homogeneizacdo. Aliquotas dessa

suspensdo de células foram distribuidas em duas novas garrafas de 25 cm?
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contendo 5 ml de meio de cultivo suplementado com SFB a 10% e na garrafa de
origem. Os frascos foram mantidos em estufa a temperatura de 37°C e atmosfera
Uumida contendo 5% de CO,. Cada procedimento de subcultura originou nova
passagem da linhagem celular. As células usadas para os testes de citotoxicidade
estavam entre a 52 e 102 passagem.

Figura 3. Explants (setas brancas) e inicio da migracéo dos fibroblastos pulpares (a
e b); FPHs em baixa confluéncia (c) e em 70% de confluéncia (aumento de 40 X) (d).
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4.1.2 Cultivo da linhagem celular 3T3

Fibroblastos de camundongo de uma linhagem estabelecida 3T3/NIH, foram
descongelados, provenientes do Laboratorio de Cultivo Celular da Faculdade de
Odontologia (NCT-Bio/FOUFPel). Figura 4.

Para o descongelamento um tubo de criogenia graduado de 4,5ml (Techno
Plastic, ref 89050) contendo a linhagem celular 3T3/NIH foi levado a temperatura de
37°C atraves da parcial imersdo em banho-maria (Biopar, Mod BM 03) por cinco
minutos e a seguir, dentro de capela de fluxo laminar vertical, o conteddo foi
adicionado a uma garrafa de cultivo celular de area de superficie 25cm? (Techno

Plastic Products), a qual ja continha 5ml de DMEM completo a temperatura de 37°C.

A garrafa de cultivo foi colocada em estufa de 5% CO, a 37°C e permaneceu
por um periodo de trés horas para promover a adesédo celular no fundo da mesma.
Apés este periodo, o meio de cultura contendo DMSO (protetor criogénico) foi
removido da garrafa com pipeta Pasteur estéril acoplada a bomba a vacuo
(AspiraMax/Industria de Aparelhos Médicos Ltda). Novo meio de cultura (DMEM,
completo) foi adicionado a linhagem celular e esta permaneceu em atmosfera imida,
a 37°C, até obter-se a confluéncia de aproximadamente 70% da superficie cultivavel

da garrafa.

Procedimentos semelhantes aos descritos anteriormente de troca de meio de
cultura e subcultivo foram realizados até a obtencdo de um numero satisfatério de
células para realizacdo dos experimentos com esta linhagem celular como explicado

no item anterior para cultivo dos FPHSs.
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Figura 4. a) Células 3T3 no inicio do cultivo (aumento 40X); b) 3T3 com 100% de
confluéncia (10X); c, d) células com 70% de confluéncia (40X), observa-se a
morfologia celular.

4.1.3 Contagem celular

Antes da realizagdo dos experimentos foi determinado o numero de células
existentes nos frascos de cultivo. A finalidade da contagem foi conhecer o niumero
de células para uma diviséo igualitaria de células por grupo experimental. O nimero
de células semeadas em cada placa de 96 pocos foi de 2 x 10*, para o teste de
citotoxicidade, e na placa de 24 pocos de 4x10* células por poco, para o teste de

genotoxicidade.

Para a determinacdo do namero (contagem celular), o meio foi sugado com a
pipeta Pasteur, as células foram lavadas uma vez em PBS e ressuspensas do seu
substrato utilizando solucdo de tripsina a 0,25% em PBS e 1% de EDTA
(Gibco/Invitrogen —Lote: 794994) por aproximadamente 5 minutos. Para inativagao
da tripsina 4 ml de meio com SFB foram adicionados as garrafas, como descrito na
técnica de subcultivo. Apds, o conteudo total da garrafa utilizada no experimento foi
removido e colocado em um falcon de 15ml. O volume de células com meio foi

ressuspenso com a pipeta volumétrica para homogeneizagdo das ceélulas no
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sobrenadante. Dessa suspensdo celular, 20 pL foram pipetados e em um
hemocitometro (Camara de Neubauer Espelhada Melhorada/ Labor Optik), que logo
foi levado ao microscépio invertido de fase para realizacdo da contagem. As células
com aspecto brilhante e formato arredondado foram consideradas viaveis, enquanto
as ceélulas escurecidas com formato distorcido foram consideradas mortas, nédo
sendo contabilizadas na contagem dos 4 quadrantes das extremidades. O célculo foi
feito com base na formula onde o numero total de células viaveis contadas foi
multiplicado por 10*. Esse valor foi dividido pelo nimero de quadrados contados (4)
e multiplicado pelo fator de diluicdo (6ml). A partir da férmula obtivemos a
quantidade aproximada de células presentes em cada frasco.

O numero total de células presentes no frasco foi obtido através da equacgéo
abaixo:

numero de células viaveis contadas x 10*
Numero de células =

numero de quadrados usados para contagem

Apos a determinacdo do numero de células, uma quantidade de DMEM foi
adicionada a suspenséo para obter-se a quantidade desejada de células por volume
para cada poco testado.

4.1.4 Preparo dos corpos-de-prova a partir do MTA convencional e do

fotoativado

O MTA convencional (Angelus, Solu¢cdes Odontologicas, Londrina, PR, Brasil)
e 0 MTA experimental fotoativado (MTA F) foram divididos em dois grupos e
manipulados de acordo com as recomendacdes dos fabricantes. O MTA
convencional (MTA C) foi espatulado em uma placa de vidro na proporcéo pd/liquido
de 3:1, com o auxilio de um medidor. A tabela 1 mostra a composi¢ao quimica do
MTA F. Para o MTA F, foram manipulados 4g de cada pasta do material, cada um
dos ingredientes foi pesado, em balanca de preciséo, nas porcentagens indicadas.
Logo apéds, foram confeccionados os corpos-de-prova em formato de pastilhas
apresentando 5,5 mm de diametro e 1 mm de espessura estabelecidos com o auxilio

de uma matriz metalica circular (figura 5), os corpos-de-prova foram polimerizados
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por 40s de cada face com fotopolimerizador (Radii Cal SDI). Uma matriz de poliéster
foi colocada sobre os corpos de prova na matriz metdlica circular antes da
fotopolimerizacédo, de ambos os lados do corpo-de-prova. O MTA convencional ficou
estocado em um tubo plastico, a temperatura ambiente sem umidade, por 24 horas

até a presa total, enquanto o MTA F ficou em média 20 horas estocado.

Tabela 1. Composicdo quimica do MTA dual fotoativavel experimental testado.

MTA dual fotoativavel

Pasta A Pasta B
60% MTA 60% Itérbio
20% Bis-EMA 10 20% Bis-EMA 10
20% Bis-EMA 30 20% Bis-EMA 30
Iniciadores Iniciadores
DHEPT 1% Peroxido de benzoila 1,5%
EDAB 0,8%
CQ 0,4%

Apos tal periodo os corpos-de-prova foram esterilizados através da exposicéo
a luz ultravioleta (MODARESZADEH et al., 2010; DAMAS et al., 2011) por duas
horas (CHIANG e DING, 2010) sendo 60 minutos para cada lado da pastilha. Apos,
cada um dos materiais foi colocado em DMEM sem soro, em um volume de 1 ml
cada, durante 24 horas, em tubos de criogenia (2ml, Eppendorf) (MODARESZADEH
et al.,, 2010; YAN et al., 2010) em estufa a 37°C para o condicionamento do meio
(DAMAS et al., 2011) (Figura 6). Passado o periodo, no interior da capela de fluxo
laminar, os corpos-de-prova de ambos os materiais foram removidos dos tubos, com
auxilio de pinca clinica para algodao estéril (Golgran). Os eludatos obtidos foram
congelados em freezer - 80°C (Indrel/ IULT 335D) para posterior utilizagdo nos
testes de citotoxicidade e genotoxicidade (GOMES-FILHO et al., 2009; ALANEZI et
al., 2010).
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Figura 5. Matriz metélica utilizada para a confeccéo dos corpos-de-prova.

Figura 6. Corpo de prova imerso em 1 ml de DMEM para formagéo do eludato teste.

4.1.5 Teste de citotoxicidade
4.1.5.1 Teste de viabilidade celular (MTT)

As condi¢Bes de tratamento incluindo o cultivo e tempo de exposicdo foram

baseadas nas especificacfes de International Standards Organization (1997).

A suspensdo das células foi plaqueada em uma concentragdo de 2 x 10*
células por poco e distribuidas em placas de cultivo celular (ELISA/ Techno Plastic
Products) de 96 pocos. Cada poc¢o recebeu 200 ul de DMEM suplementado com
10% de SFB e 1% de antibittico, onde se obteve o numero de células descrito. As
placas foram entdo incubadas a 37°C, em ar a 5% de CO,, por 24 h com o0s

fibroblastos 3T3/NIH e por 48h com os FPH, para promover a adesdo celular ao
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fundo dos pocos (FRESHNEY, 2000). Passado o periodo, os 200ul de meio foram
removidos e logo adicionados 200ul dos meios condicionados pelos materiais
experimentais, com adicao de 20ul de SFB por poco, em contato com as células nas
placas de 96 pocos (GOMES-FILHO et al., 2009; ALANEZI et al., 2010). Apés a
adicdo do eludato a placa foi colocada por cinco minutos no agitador Shaker
(Biomixer/ TS-2000A UDRL Shaker) para homogeneizacdo dos meios
condicionados. As células do experimento ficaram em contato com o meio teste por
24 horas na incubadora de CO,. Pocos com DMEM sem a adicéo de células foram

usados como controles brancos.

Apos a remocado dos produtos teste, 20 ul de MTT (sal tetrazolium [3-(4,5-
dimetltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium brometo] (Sigma/Aldrich) diluidos em 180 pl
de DMEM foram adicionados em cada po¢o sendo as placas incubadas em
ambiente sem luminosidade por quatro horas a 37°C (GOMES-FILHO et al., 2009). A
solucédo contendo MTT diluido em DMEM foi aspirada e 200 yL de dimetilsulféxido
(DMSO/ Synth) foram adicionados a cada pogo e as placas novamente levadas a
mesa agitadora a uma velocidade de 150 rpm por dez minutos para a solubilizacao
dos cristais de formazan. Tais cristais sdo produzidos pela reducdo do MTT pela
enzima desidrogenase succinica da respiracdo celular. Subsequentemente, a
absorbancia foi aferida usando o espectrofotdbmetro (Termoplate/TP-Reader) em um
comprimento de onda de 540 nm.

Foram utilizados trés pocos da placa para cada material teste e para o
controle, nos quais foram adicionadas células com o meio de cultura, ndo sendo

realizada troca pelo meio condicionado.

O experimento foi repetido trés vezes com cada tipo celular em momentos
independentes para confirmagéo dos resultados.
4.1.6 Teste de genotoxicidade
4.1.6.1 Teste de contagem de micronucleos (MN)

OS ensaios de genotoxicidade foram realizados somente com a linhagem
celular 3T3/NIH.
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No interior da capela de fluxo laminar foram adicionadas 400ul de DMEM com
SFB, ap6s a contagem celular, onde se obteve 4x10* células/poco, em seis pocos de
uma placa de 24 pocos (Techno Plastic Products). Antes da realizacdo do
plagueamento, em cada poc¢o a ser utilizado foi adicionada uma laminula de vidro
circular previamente esterilizada com 13 mm de diametro (G13C Glasscyto), onde a
célula realizou a sua adesao, e posteriormente foi feita a contagem dos MN no
microscopio. Todos os procedimentos foram realizados no interior da capela de fluxo
laminar para manter a esterilidade. Apds, a placa foi levada a estufa 37°C com 5%
CO; e 95% O, por 24 horas com as 3T3. Passado o periodo de incubacao o meio foi
substituido em dois pogos por 400ul do eludato formado pelo MTA F com adicao de
40 pl de SFB, outros dois pocos por 400ul do eludato do MTA convencional, com
adicdo de 40ul de SFB e nos outros dois po¢cos denominado grupo controle foram
adicionado 400 ul de novo meio de cultivo (DMEM + 10% SFB), novamente a placa
foi levada a incubadora, apés ter ficado 5 minutos na mesa agitadora (Biomixer/ TS-
2000A UDRL Shaker), por mais 24horas.

Passado o periodo de incubacdo, fora da capela de fluxo, os meios foram
sugados dos pocos e a cada um foi adicionado 300ul de PBS por 10s, para lavagem
das laminulas. As células foram fixadas, dentro do préprio pog¢o, com 300ul de
solucdo constituida por trés partes de metanol (Vetec) para uma parte de acido
acético (Synth) e imediatamente foram levadas ao freezer -20°C (Consul 220) por 30
minutos. O protocolo utilizado para fixacdo e coloracdo foi adaptado de
(FERNANDEZ et al., 2010).

Passados os 30 minutos, o fixador foi sugado e adicionado acido cloridrico 1N
(Vetec) a temperatura ambiente durante um minuto, logo apds, este foi substituido
por acido cloridrico pré-aquecido em banho-maria a 63°C (Techno Plastic, BMDO01),
a placa foi levada a estufa a 60 °C (Fanen) por dez minutos. Em temperatura
ambiente aguardou-se dez minutos o resfriamento natural do conjunto para
prosseguir. Sugou-se o acido cloridrico e novamente se adicionou acido cloridrico
1IN a temperatura ambiente por cinco minutos. O &cido foi sugado e foram feitas
duas passagens de cinco minutos de agua destilada. Feito isto, a agua foi sugada e

as laminulas foram mantidas em repouso até a completa secagem.
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Iniciou-se entdo a coloracdo com a Técnica de Feulgen, que consiste na
coloracdo de todos os elementos celulares que contenham DNA. O DNA apds
hidrolise acida moderada, quando tratado pelo reagente de Schiff, da lugar a

formacao de um produto que cora num tom de vermelho arroxeado.

A coloracdo do material nuclear foi realizada com Reagente de Schiff (acido
periédico de Schiff) por duas horas e trinta minutos a temperatura ambiente, em
ambiente escuro. Apds, o reagente foi removido e as laminulas cobertas por agua
tamponada por quatro minutos sem luminosidade, a agua tamponada foi removida e
realizada lavagem com agua destilada e remocao das laminulas dos pocos. Foi feita
identificacdo das mesmas e repouso para secagem. Vinte e quatro horas depois as
laminulas foram imersas no corante Fast Green (Sigma-Aldrich) por 10 segundos,
para obtenc¢do da contra colorac¢do do citoplasma, e depois lavadas em alcool (96%)
por trés vezes durante trés segundos cada passagem. Para a visualizacdo da
reacdo em microscopia as laminulas foram montadas em laminas histolégicas com

Entellan (Merck KGaA), ap6s 24h de secagem.

Os micronucleos foram visualizados em microscopio 6ptico comum (CX 21
Olympus), com objetiva de 40x e oculares de 10x em laminas identificadas de forma
a cegar a leitura. A determinacéo da propor¢édo de micronucleos ocorreu mediante a
contagem manual de microndcleos em 1000 células por campo. Os experimentos

foram repetidos por trés vezes e analisados por dois avaliadores cegos.

Os critérios utilizados para caracterizar a formacgéo dos micronucleos foram os
seguintes: (a) deve ter contorno regular, redondo ou oval e estar dentro do
citoplasma da célula; (b) apresentar coloragcdo semelhante ao nucleo principal; (c)
seu diametro deve ser menor que 1/3 do diametro do nucleo principal; (d) deve estar
no mesmo plano de foco do principal; (e) deve estar separado ou marginalmente
justaposto ao nucleo principal, de modo que haja identificacdo clara do limite nuclear
de ambos (COUNTRYMAN e HEDDLE, 1976).
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Figura 7. Célula micronucleada, MN (seta) de forma arredondada (a); um dos

critérios de exclusédo: cromatina condensada em duas células-filhas, pés —mitose (b).

Foi contado um namero de 1.000 células por cultura e realizados dois cultivos
por cada grupo testado, assim como preconizado por Kirsch-Volders et al., 2003
(KIRSCH-VOLDERS et al., 2003).

4.2 Ensaios Fisicos - Mecanicos

4.2.1 Resisténcia a tracao diametral

Os corpos de prova foram preparados com o auxilio de uma matriz
metalica circular bipartida tendo dimensdes de 4 mm de altura e 2 mm de espessura
(Figura 8).
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Figura 8. Matriz metalica individual utilizada para a confeccado dos corpos-de-prova.

Nota-se um CP com o MTA convencional em processo de confeccao.

O MTA Angelus foi espatulado com agua destilada na propor¢cédo po/liquido
3:1. Os CP foram preparados individualmente e cada um permaneceu 15 minutos na
matriz para posterior remocédo, evitando a sua fratura. O MTA F foi preparado na
quantidade de quatro gramas de cada pasta. Para a confeccdo de cada CP foi
pesado 0,060g (Balanca de precisdo, AW220D; Shimadzu) de cada pasta. Os
espécimes foram polimerizados por 40 segundos de cada lado, cobertos com uma

matriz de poliéster.

Depois de removidos da matriz, os CP, de ambos os materiais foram
individualmente armazenados em solu¢do de agua destilada a 37°C por 24 horas.
Os espécimes do MTA F foram lixados e polidos em lixa 600 (Norton S.A., S&o
Paulo, SP, Brasil). As dimensfes dos CP foram medidas, considerando diametro e
espessura, com um paquimetro digital (Mitutoio, Tokio, Japdo, 0.01lmm preciséo) e

entdo submetido ao teste.

Os valores de resisténcia a tracdo diametral foram realizados em uma
maquina universal (Emic DL-500, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil) com uma carga
de 1000 N e velocidade de 0.5mm/minuto. Foram testados 11 espécimes de cada
grupo. Os espécimes foram posicionados verticalmente na maquina para aplicagdo

da carga compressiva.
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4.2.2 Sorcao e solubilidade

Para realizac&o dos testes foram confeccionados dez CP do MTA C (Angelus)
e dez CP do MTA F, com as mesmas propor¢des, caracteristicas de manipulagéo e
matriz metalica de cinco unidades cilindricas de 5,5mm X 1mm descritas no item
4.1.4.

Depois de preparados, todos os CP tiveram seus quatro cantos e o centro
medidos com um paquimetro digital (Mitutoio, Tokio, Japdo, 0.0lmm preciséo), na
qual uma média foi calculada para determinar o volume (V) em mm?®. Cada CP foi
armazenado individualmente em tubo de criogenia (Eppendorf) aberto em um
dessecador contendo silica a 42°C. Foram repetidamente pesados em intervalos de
24horas, em uma balanca analitica digital (AW220D; Shimadzu) até a estabilizacao

da massa, obtendo-se o valor de m1.

Apds, cada CP foi imerso em 1 ml de agua destilada e armazenado a 37°C
durante sete dias. Ao final dos sete dias os espécimes foram removidos e secos com
papel absorvente e novamente pesados para obtencdo da massa umida (m2). Entdo
0s espécimes foram recolocados no dessecador a 42°C até nova estabilizacdo da

massa para obtencédo de m3.

A sorcdo de agua (WS) e a solubilidade (SL) foram calculadas em mg/mm?,

através das seguintes formulas:

WS = (m2 - m3)
V
SL=(ml-m3)
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4.3 Andlise estatistica

Os resultados dos testes de citotoxicidade e genotoxicidade foram submetidos
ao método estatistico baseado no modelo de distribuicdo normal e igualdade de

variancia considerando-se o valor de p < 0,05 como estatisticamente significante.

O programa utilizado foi o Sigma Stat 3.5, e o teste utilizado ANOVA e
Kruskall Wallis.

Para os testes de resisténcia a tracdo diametral e sorcdo e solubilidade o
teste estatistico utilizado foi a analise de variancia One-way ANOVA e Tukey para
realizar a anélise comparativa entre os grupos (p< 0,05).



5 RESULTADOS

5.1 Citotoxicidade

Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos independentemente trés
vezes para cada tipo celular (FPH e 3T3/NIH). Em todos os ensaios o0s valores foram
expressos em porcentagem nos quais o valor do controle (sem tratamento) foi
equivalente a “1”, sendo os demais grupos comparados a este através dos dados

normalizados.

Os dados sao apresentados como a percentagem meédia das absorbancias
para cada sistema de teste e o valor da mediana de cada triplicata foi dividido pelo
valor da absorbancia do controle do respectivo teste, obtendo-se assim, as

percentagens de cada MTA testado dentro dos independentes experimentos.

5.1.1 Fibroblastos pulpares humanos

A viabilidade celular entre o MTA C e o MTA F nédo apresentou diferenca
estatisticamente significante, porém o MTA F apresentou desempenho mais

favoravel quando comparado ao grupo controle (Figura 9).

5.1.2 Fibroblastos 3T3

A viabilidade celular entre o MTA C, o MTA F e o grupo controle néo
apresentaram diferenca estatisticamente significante (Figura 10).
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Figura 9. Viabilidade celular dos materiais testados com os FPHSs, letras iguais

resultados sem diferenca estatistica, letras diferentes resultados estatisticamente

diferentes.
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Figura 10. Viabilidade celular dos materiais testados com as 3T3(NIH), letras iguais

resultados sem diferenca estatistica.
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5.2 Genotoxicidade

A contagem de micronacleos (MN) obteve 1.000 células por laminula,
comecando da parte superior esquerda do campo e seguindo no sentido horizontal.
As laminas foram cegadas e contadas por dois examinadores diferentes para
confirmacédo dos dados. Foram realizados trés experimentos independentes com
duas laminulas cada.

O MTA C e o grupo controle (sem tratamento) apresentaram meédia de MN
semelhantes de seis e oito por 1.000 células, respectivamente. O MTA F apresentou
maior formacdo de MN guando comparado ao outro grupo controle, bem como ao
MTA C, porém, estatisticamente ndo apresentou diferenca do grupo controle. A
guantidade média de micronucleos para o MTA F foi de onze em 1.000 células
(Figura 11).

15+

ab

Micronucleated cells (mean +/- S.D.)

o O <
0066 é\ ¥ \i‘& ¥

Figura 11. Média de MN encontrados por grupo em 1.000 células e comparacdo

entre os grupos. Letras diferentes, grupos estatisticamente diferentes.
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5.3 Resisténcia a tracao diametral (DTS)

Os resultados da DTS dos dois cimentos testados foram estatisticamente
diferentes (p < 0,0001). O MTA C apresentou valor superior de 7.6 MPa e o MTA F
de 4.8 MPa (Figura 12).

MPa 10- ﬁ
8-
6_
—_
4
2_
MTAC MTAF

Figura 12. Resisténcia a tracdo diametral comparada entre 0s grupos.

A imagem abaixo mostra o padrao de fratura dos corpos-de-prova (Figura 13).

Figura 13. Padrdo de fratura apresentado. Foi semelhante nos dois grupos,
apresentando fratura em apenas duas partes. MTA F e MTA C, respectivamente.
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5.4 Sorcéao e Solubilidade

A tabela 2 mostra os valores obtidos de sorcdo e solubilidade para os

materiais testados com seu desvio padrao.

O MTA C e o MTA F apresentaram comportamento estatisticamente
semelhante em relacdo a absorcdo de agua (p = 0,04559) e estatisticamente
diferente em relagéo a solubilidade na qual, o MTA C apresentou maior valor (p=
0.0002).

Sorcdo de 4gua  Solubilidade

(WS) (SL)
MTA C 11.3 + 3.0° 58+1.8°
MTA F 12.2 + 0.5% 29+0.2°

Tabela 2. Média e desvio padrdao de sorcdo e solubilidade para o MTA C e para o
MTA F. Andlise realizada por coluna. Diferentes letras subscritas indicam diferenca

estatistica entre os grupos (p< 0,05).



6 DISCUSSAO

O MTA é um material recomendado para capeamento pulpar direto, pois é um
material bioativo, biocompativel que conduz e induz a formacdo de tecido
mineralizado (PARIROKH e TORABINEJAD, 2010a).

A producdo de um MTA fotoativavel com presa dual (como proposto no
presente estudo) pretende reduzir os problemas relacionados a dificuldade de
manipulacdo do MTA convencional, que sdo amplamente relacionados na literatura.
As propriedades fisicas do MTA podem ser influenciadas por diversos fatores, dentre
0S quais podemos citar a propor¢cao po/liquido, o0 método de manipulacédo, pressao
de condensacédo e o tempo de manipulacdo (PARIROKH e TORABINEJAD, 2010a).
Além disso, a incorporacdo de uma maior quantidade de dgua no momento da
manipulagéo leva ao aumento da porosidade e, conseqientemente, ao aumento da
solubilidade do cimento, o que pode desencadear uma maior liberacdo de calcio.
Entretanto, o aumento da quantidade de calcio liberada deve ser controlado, pois a
maior disponibilidade deste elemento diminui a proliferagao celular em cultivo (MIDY
et al., 2001)

O MTA F, proposto no presente estudo, € composto por duas pastas em
seringas distintas que sao dispensadas e homogeneizadas em quantidades iguais,
diminuindo assim a probabilidade de erros na proporcdo das duas pastas, o que
poderia provocar diminuicdo das propriedades mecanicas, fisicas e biologicas. A
proposta de um produto que seja conduzido a cavidade através de seringas,
fotoativado por 40s e com a possibilidade de realizagdo de uma restauracéo

definitiva imediata resolveria grande parte dos problemas ainda existentes no MTA.

A metodologia escolhida no presente estudo buscou avaliar a resposta
biolégica do cimento experimental proposto através do cultivo de fibroblastos
pulpares humanos e células de uma linhagem celular amplamente utilizadas para
esse fim. Trabalhos prévios, avaliando a citotoxicidade de materiais odontoldgicos

usam linhagens celulares imortalizadas, como os fibroblastos 3T3 ou L949, que sdo



56

células mais resistentes que as células humanas, porém apresentam um
metabolismo diferente do fibroblasto pulpar humano frente ao material testado.
Sendo assim, com o cultivo primario de fibroblastos pulpares humanos buscou-se
sensibilidade especifica do teste mais proximos da realidade clinica, visto que a
célula pulpar é o objetivo do material que esta sendo desenvolvido (CHANG et al.,
2010).

Um dos problemas associados com as linhagens celulares, pode ser
relacionado ao rearranjo extenso do material cromossémico, no qual alguns dos
principais genes envolvidos na viabilidade celular sofrem alteracdes (DA SILVA et
al., 2006; RIBEIRO et al., 2006). Para facilitar a reprodutibilidade do experimento e
comparacao dos resultados optou-se pela utilizagdo dos fibroblastos 3T3/NIH, visto
que, a utilizacdo de uma linhagem celular também é recomendada pela ISO (SEPET
et al., 2009). Além disso as células 3T3 sdo amplamente utilizadas para os
experimentos de citotoxicidade e genotoxicidade (SEPET et al., 2009; FERNANDEZ
et al., 2010; NOCCA et al., 2010; ZEFERINO et al., 2010).

Muitos autores tém realizado seus experimentos com a utilizagéo de culturas
primarias (PEREZ et al., 2003; BRAZ et al., 2006; TAKITA et al., 2006; YASUDA et
al., 2008; CHANG et al., 2010; TRUBIANI et al., 2010; YAN et al., 2010; DAMAS et
al., 2011). A vantagem desse tipo de cultivo celular € que possui caracteristicas
muito similares as células dos doadores, e por iSso a resposta obtida in vitro simula
de forma mais fiel o que aconteceria in vivo. Como desvantagem pode-se citar a
dificuldade de reprodutibilidade, ja que as células perpetuam as caracteristicas do
doador, e assim cada cultivo primario tera fendtipo e genaétipo similares aos dos seus
doadores (FRESHNEY, 2000).

Pérez em 2003 comparou o comportamento de duas linhagens celulares,
uma imortalizada (MG-63) e outra de cultivo primario (osteoclastos de feto de ratos)
frente ao ProRoot e o MTA branco. A MG-63 teve crescimento e adeséo celular mais

rapido que os osteoclastos no MTA, porém quanto ao ProRoot ndo houve diferenca.

O processo de adeséo celular € complexo e dindmico, o que representa um
papel critico de cicatrizacdo, crescimento, proliferacdo e diferenciacao celular. A
maioria das células de cultura primaria adere-se a matriz protéica para sobreviver e

proliferar e quando essas células sdo cultivadas em condi¢bes que dificultam a
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proliferacdo e a adesao, elas param de crescer e perdem a viabilidade. Estas
caracteristicas sdo bem diferentes nas linhagens estabelecidas, as quais
apresentam ancoragem independente a semelhanca de um tumor in vivo,

crescimento e metastase (PEREZ et al., 2003).

Pérez, 2003 demonstrou que osteoblastos de cultivo primario mostraram
formacao de nddulos 6sseos enquanto a linhagem celular MG-63 néo formou, sendo
0s osteoblastos mais sensiveis que a MG-63. Desta forma, comprovou que células
de culturas primarias apresentam um melhor comportamento para testar os materiais

endodonticos.

O ensaio com MTT é considerado o método padrdo para determinar a
citotoxicidade de materiais dentarios em culturas celulares (JAFARNIA et al., 2009;
ALANEZI et al., 2010), além de ser um método simples, rapido e preciso (GOMES-
FILHO et al., 2009) que apresenta reprodutibilidade, capacidade de testar materiais

frescos e fixados em diversas fases.

Uma forma de disponibilizar o material para a execucdo da reacdo € o
eludato, que se obtém de através da solubilizagdo das substancias toxicas do
material que potencialmente inibem a atividade e o crescimento celular (DARMANI et
al., 2007; ALANEZI et al., 2010; GANDOLFI et al., 2011).

Em nosso estudo foi possivel observar que o MTA F obteve resposta
semelhante ao MTA C, ou seja, os mondémeros utilizados na composi¢do do material
experimental ndo interferiram inicialmente na citotoxicidade do material quando o
experimento foi realizado nos FPH. Na analise da figura 9 pode-se observar que o
MTA F promoveu maior proliferacdo celular que o MTA C e apresentou
estatisticamente maior viabilidade celular que o grupo sem tratamento (controle).
Contudo, quando o mesmo teste foi realizado com os fibroblastos 3T3/NIH, todos os
grupos apresentaram comportamento estatisticamente semelhante, no qual o MTA C
apresentou viabilidade celular semelhante ao grupo controle, como verificado por
Sepet, 2009 bem como o MTA F. Gomes-Filho, 2008, 2010 e 2011, utilizou um MTA
fotoativavel semelhante ao testado neste estudo, avaliado através da técnica de
biocompatibilidade subcutanea in vivo, no qual o material experimental demonstrou-

se biocompativel, semelhante ao MTA convencional.
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O mondmero resinoso utilizado no material experimental (MTA F) foi o Bis-
EMA. Sabe-se que a maioria dos metacrilatos sdo altamente citotoxicos
(GEURTSEN et al., 1998). Entretanto o Bis-EMA apresentou comportamento menos
citotoxico em FPH e 3T3 no estudo de Geurtsen em 2008, no qual o Bis-GMA foi um
dos mondmeros mais citotoxicos. Em contra partida, o Bis- GMA foi o monémero

utilizado no experimento de Gomes-Filho, 2008, e ndo demonstrou citotoxicidade.

No estudo de Darmani, 2007, a resina Synergy que apresenta Bis-EMA em
sua composicao apresentou melhor compatibilidade que as outras resinas testadas
guando em contato direto com os fibroblastos 3T3, além de maior efeito citotoxico
guando em eludato de etanol, justificando os resultados pela alta liberacdo deste
mondmero no eludato. A resina P60 que também apresenta Bis-EMA em sua
formula teve comportamento intermediario. Esses resultados podem ser
relacionados a interacdo dos varios componentes de cada material liberados no
meio. Em outro estudo foi observado que o monémero mais liberado das resinas foi
0 TEGDMA e o menos liberado foi o Bis-GMA (DARMANI et al., 2007).

Zanchi et. al., 2010, prop6s um adesivo livre de HEMA substituindo-o pelo
mondmero Bis-EMA, visto que este poderd apresentar menor efeito citotdxico do
adesivo pela diminuicdo da penetracdo do adesivo nos tubulos dentinarios, uma vez
gue a difusdo das substancias liberadas dos materiais dentarios podem reagir com o
tecido pulpar apés a difusdo através da dentina, principalmente em cavidades
profundas (KRIFKA et al., 2011).

Sabe-se que o efeito citotoxico dos mondémeros nas células esta relacionado
ao potencial de induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), o que
vai ao encontro da biocompatibilidade do MTA, visto que este material ndo produz
aumento de ROS nas células (CAMARGO et al., 2009). Em concordancia, estudos
recentes tem comprovado a citotoxicidade dos monémeros amplamente utilizados
na composicdo de adesivos dentarios e resinas compostas, como o TEGDMA, o
HEMA e o Bis-GMA, através da producédo de ROS (CHANG et al., 2010; NOCCA et
al., 2010; KRIFKA et al.,, 2011). Devidos estes fatores o teste de citotoxicidade
realizado torna-se necessario uma vez que os monémeros utilizados na composicao
do MTA F podem causar inflamacao pulpar (GEURTSEN et al., 1998).
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Poucos estudos testam o Bis-EMA isoladamente, aparecendo em trabalhos
na formulagdo de algum material odontologico. Krifka, 2011, avaliou a citotoxicidade
de materiais livres de TEGDMA e HEMA, no qual dois materiais testados
apresentavam Bis-EMA em sua férmula, entretanto tais materiais apresentaram

citotoxicidade pela formagéao de ROS.

Portanto, torna-se dificil comparar nossos resultados de citotoxicidade do
MTA experimental com os de outros estudos, porque estes testam materiais com
Bis-EMA que apresentam outros componentes associados, podendo a citotoxicidade
de determinado material ser relacionada a associacdo quimica dos demais
componentes (SIDERIDOU e ACHILIAS, 2005; DARMANI et al., 2007; SEISS et al.,
20009).

Em nosso experimento utilizamos matriz de poliéster sobre o CP antes da
polimerizacdo, este recurso pode diminuir o efeito citotéxico do material, uma vez
gue diminui a interferéncia na polimerizacdo da superficie da resina pela presenca
dos radicais livres de oxigénio (KRIFKA et al., 2011), o oxigénio livre interfere na
polimerizagdo completa das resinas, ficando mon6émeros livres, que podem se

difundir pela cavidade bucal ou pela dentina (SEISS et al., 2009).

O teste de genotoxicidade utilizado foi o ensaio pela deteccédo de
micronucleos (MN), o qual é considerado um indicador de danos cito-genéticos em
células humanas (COUNTRYMAN e HEDDLE, 1976).

O principal mecanismo responsavel pela inducdo de microndcleos € a quebra
da fita dupla de DNA, durante a divisdo celular, levando a formacdo de pequenos
nacleos, bem menores que o original com fragmentos acéntricos e falha dos
aparatos mitoticos, resultando em MN com fragmentos de cromossomos ou
cromossomos inteiros em seu interior. O MN é resultado de um fragmento ou perda
cromossOmica durante a mitose ou meiose celular (EVANS, 1997; KIRSCH-
VOLDERS et al., 2003).

O experimento de genotoxicidade foi realizado somente com a linhagem de
fibroblastos 3T3/NIH. A técnica de genotoxicidade com os FPH apresentou-se
bastante critica, com dificuldades de ades&o e de crescimento celular sobre a

laminula no interior do poco de cultivo para realizacdo do experimento, além de



60

problemas de fixacdo e coloracdo. Estes problemas sugerimos, relacionar-se ao
cultivo primario, visto que, para o ensaio de MN existem relatos de linhagens
celulares imortalizadas ou utilizacdo de linfocitos humanos ou ainda células
humanas pela técnica de citologia esfoliativa (KIRSCH-VOLDERS et al., 2003; BRAZ
et al., 2006; DA SILVA et al., 2006; RIBEIRO et al., 2006; FENECH et al., 2011).

Em nosso estudo o MTA C nédo apresentou efeito genotdxico, apresentando
baixa formacdo de MN em 1.000 células, sendo o numero de MN obtidos inferior aos
encontrados no grupo controle, de 6MN e 8 MN, respectivamente, o que corrobora
com os relatos da literatura. Portanto o MTA néo apresenta genotoxicidade (BRAZ et
al., 2006; DA SILVA et al., 2006; RIBEIRO et al., 2006; CAMARGO et al., 2009;
ZEFERINO et al.,, 2010). O MTA F apresentou a formagao de 11 MN em 1.000
células, o que representa um aumento em relacdo aos outros grupos, porém nao
apresentou diferenca estatistica do grupo controle, porém foi estatisticamente mais

genotoxico que o MTA C.

Fernandez et. al., 2010, realizaram ensaio de genotoxicidade com 0 mesmo
grupo controle utilizado neste estudo, em condi¢cdes metodologicas semelhantes,
com a utilizacdo de fibroblastos 3T3/NIH e obtiveram em média 7 MN a cada 1.000
células. Os demais grupos compostos por agentes clareadores, sendo o material
mais genotoxico o peréxido de hidrogénio, que é um material comercialmente
disponivel amplamente utilizado na clinica odontoldgica, apresentando uma média
de 22,3 MN em 1.000 células.

Camargo et al., 2009, realizaram o ensaio de genotoxicidade pela técnica de
MN, encontrando valores em torno de 10MN para o MTA C e para 0 Seu grupo
controle, somente com meio de cultura, 11,25 MN, o que os torna semelhantes, ou
seja, ndo genotoxico. Utilizaram a linhagem celular V79, o que pode ser a causa da

diferenca no numero de MN, pela diferenca de metabolismo celular.

Visto que, o MTA nédo apresenta efeito genotoxico, a maior formacao de MN
no grupo do MTA F pode ser justificada pela presenca de outro componente do
material como o monémero Bis-EMA, que pode apresentar efeito genotdxico, ou
pela associacado dos componentes do material.
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Alguns estudos tém demonstrado que alguns mondémeros como o TEGDMA e
o HEMA, provocam estresse oxidativo na célula-alvo, produzindo mutagenicidade e
apoptose celular, estando a quantidade de MN formada relacionada a concentracéo
do monémero (LEE et al., 2006; SCHWEIKL et al., 2007). Contudo, nenhum estudo
de genotoxicidade foi realizado com o Bis-EMA, portanto, mais testes de potencial

mutagénico serao necessarios.

Se o0 dano ao DNA causado pelo produto quimico carcinogénico € reparado
ou persiste € um fato importante para o destino da células-alvo. No entanto, o
desenvolvimento de tumores nestas células ndo é depente somente dos danos
iniciais induzidos no DNA e de sua reparacdo, mas também de
outros fatores, como a producdo de metabdlitos reativos, a sua distribuicdo, e seus
efeitos sobre a proliferagéo celular. Neste contexto, os testes de genotoxicidade nem

sempre refletem a carcinogenicidade (FENECH, 2000; SASAKI et al., 2002).

Com base nos resultados encontrados nos FPHs e nos fibroblastos 3T3,
podemos sugerir diferencas metabdlicas entre as linhagens celulares, visto que os
produtos testados, as condicbes experimentais e laboratoriais foram as mesmas,
tendo como diferenca apenas o tipo celular plaqueado, uma vez que a concentracéo
toéxica de determinado mondémero pode variar de acordo com o tipo celular e sua
capacidade de desintoxicacdo (GEURTSEN et al., 1998; NOCCA et al., 2010;
DAMAS et al., 2011).

Os testes fisicos-mecéanicos realizados neste estudo foram necessarios para
gue avaliassemos o comportamento fisico de solubilidade e absor¢céo de agua, visto
gue o material estara em contato com a polpa dentaria, na presenca de umidade,
bem como sua resisténcia mecéanica, para que seja determinada a espessura de

material que pode ser aplicada na cavidade dentaria.

O ensaio de resisténcia a tracdo diametral nos indica a resisténcia mecéanica
vertical do material, in vitro, frente a aplicacdo de uma carga compressiva. Consiste
em um teste mecanico de facil reprodutibilidade e alta confiabilidade (ANUSAVICE,
2005).

Neste estudo o valor encontrado de DTS para o MTA F foi significantemente

menor que o MTA C. Porém a maioria dos autores relatam em seus trabalhos o valor
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médio de DTS para o MTA de 4.4 MPa (HUANG et al., 2008; KAO et al., 2009; SHIE
et al., 2009), o que se assemelha com o valor encontrado no nNOSsSO grupo
experimental (MTA F:4.8 MPa). Assim, pode-se afirmar que com relacdo a
propriedade mecanica de resisténcia a tracdo diametral o MTA F pode ser aplicado

como agente capeador pulpar.

Chiang e Ding, 2010, também relataram valores de DTS ao redor de 7MPa
para o MTA convencional como o encontrado nesta pesquisa.

Ogliari et. al., 2008, relataram que os monomeros Bis-EMA 10 e 30
apresentam grande flexibilidade devido a extensdo de sua cadeia, o que inviabilizou
a realizacdo do teste mecanico de resisténcia a flexdo, na sua forma isolada. No
entanto a presenca da longa cadeia flexivel formada por oxietilenos dos monémeros
Bis-EMA 10 e 30 permite que o grau de polimerizacdo dessas cadeias chegue a
100%. A presenca de um maior numero de unidades de Oxido de etileno pode agir
como um solvente aprético e levar a diminuicdo da concentracdo de espécies
reativas de oxigénio. Estas caracteristicas dos mondémeros utilizados no material
experimental (MTA F) podem justificar a viabilidade celular positiva observada no
ensaio de citotoxicidade e o baixo valor de resisténcia a tragao diametral.

O MTA apresenta baixa solubilidade (TORABINEJAD et al., 1995), porém
essa solubilidade pode aumentar com o tempo do ensaio e pode ser influenciada
pelo aumento da razdo pé/liquido do material. O 6xido de bismuto presente no
material é responsavel pela diminuicdo da solubilidade, além de conferir
radiopacidade ao material (PARIROKH e TORABINEJAD, 2010a). A perda de peso
do MTA ap0s sete dias ocorre pela liberacdo de calcio e 0 aumento de peso visto
apos 30 dias de estocagem em solugdo fisiolégica pode ser justificado pela

deposicao de cristais de apatita sobre a superficie do material (SHIE et al., 2009).

A solubilidade dos grupos foi diferente, onde o MTA F apresentou menos
solubilidade que o MTA C. Como no estudo de Gandolfi, et. al., 2011, seu MTA
fotoativavel composto por HEMA e TEGDMA também apresentou menos

solubilidade que os grupos comparados.

Esse resultado pode ser atribuido a caracteristica dos dimetacrilatos de

insolubilidade devido a formagdo das ligacbes cruzadas, que dificultam a
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solubilidade (ANUSAVICE, 2005). No estudo de Ogliari et. al., o Bis-EMA 30,
apresentou alta solubilidade, porém o Bis-EMA 10 apresentou solubilidade
significantemente menor, o que pode ter gerado um equilibrio no material
experimental e o tornado menos solavel que o outro grupo formado somente por

MTA e agua destilada.

A absorcdo de agua apresentada pelos dois grupos testados foi semelhante,
portanto as caracteristicas de expansao e comportamento em ambiente Umido nédo

alteraram as propriedades do material experimental.

Os mondmeros dimetracrilatos apresentam a caracteristica de absorver algum
liquido. O namero de ligacBes cruzadas forma uma rede tridimensional que diminui a
sorcdo (ANUSAVICE, 2005). A sorcao do Bis-EMA 30 € maior que o Bis-EMA 10 e
que o MTA (OGLIARI et al., 2008), porém quando se manipula o material se obtém,
no CP, ou no caso do capeamento, 20% Bis — EMA 10, 20% Bis — EMA 30,
totalizando 40% de composicdo resinosa, 30% de MTA, além dos outros
componentes do material, portanto a maior porcentagem do material ndo apresenta

a caracteristica de alta sor¢éo de agua.

O Bis-EMA é um dimetacrilato aromético como o Bis-GMA, que apresenta
ligacBes éter em sua estrutura molecular, mas ndo apresenta grupos hidroxilas que
formam um veiculo forte de ligacdo com a molécula de agua, o que pode levar a

diminuicdo da sorcao de agua deste monémero (MORAES et al., 2010).

Além disto, o teste de sorcdo e solubilidade foi realizado como preconizado
pela ISO4049, de imersdo em agua por sete dias, que pode ser um tempo curto para
a liberacdo completa dos produtos do material composto pelos monémeros no
ambiente. Portanto avaliacdes neste tempo podem ser consideradas (MORAES et
al., 2010). Contudo, altos valores de absor¢cdo de 4gua ndo sdo desejaveis, pois
pode afetar a estabilidades dos compostos resinosos e favorecer a degradacéo da
interface dente restauracédo (MALACARNE et al., 2006).



7 CONCLUSOES

Apesar das limitagdes de um estudo in vitro, podemos concluir que:

MTA convencional € um material biocompativel, que né&o interfere na
viabilidade celular, podendo estimular a proliferacdo celular, portanto ndo é um
material citotoxico e ndo apresenta potencial genotéxico pela formacdo de

micronucleos.

O MTA experimental fotoativavel dual (MTA F) pode ser considerado
biocompativel com as células pulpares humanas, capaz de estimular a proliferacéo

celular neste tipo celular como o MTA convencional (MTA C).

Com a linhagem celular de fibroblastos 3T3/NIH o MTA F mostrou-se

biocompativel, mas ndo promoveu proliferacéo celular.

O MTA F apresentou maior genotoxicidade em comparacédo ao MTA C, menor
resisténcia a tracdo diametral e menor solubilidade. A sor¢do de agua de ambos foi

semelhante.

Com base nos dados obtidos neste estudo, in vitro, o MTA experimental
fotoativavel dual apresenta-se como uma alternativa promissora para a realizacdo de
capeamento pulpar. Contudo, outros testes precisam ser realizados para avaliagcao

de outras propriedades do material experimental antes de sua utilizacao in vivo.
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Eu, s
natural de , SEXO0__ e
residente & ,
telefone , portador do RG ;
aceito doar o(s) dente(s) ,parao

BANCO DE DENTES HUMANOS DA FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS - RS,
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em pesquisa, esta devera ter sido aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisada
FO/UFPel, sendo preservada a minha identidade na divulgag@o,

Pelotas, de de 20
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