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FORTUNATO, BMG. Calen® espessada com oOxido de zinco e EndoSequence® BC
apresentam maiores taxas de viabilidade celular do que Endomethasone N® por meio
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RESUMO

Durante o procedimento de obturacdo dos canais radiculares pode haver contato direto dos
materiais obturadores dos canais radiculares com os tecidos periapicais. Estudos mostram que
esses materiais, caso ndo apresentem biocompatibilidade, podem causar respostas
inflamatdrias, alérgicas e genotoxicas. Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar a
citotoxicidade por meio do Ensaio do MTT, em cultura de linfécitos humanos, de materiais
obturadores de canais radiculares. Materiais e métodos: Para a realizacdo do experimento, 0s
materiais EndoSequence® BC Sealer (Brasseler USA, Savanah, EUA), Endomethasone®
(Septodont, Saint Maur des Fosses, France) e Calen® (SS White, Sdo Cristovdo-RJ, Brasil)
espessada com 6xido de zinco, nas diluices de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 foram submetidos
ao Ensaio do MTT utilizando cultura primaria de linfocitos humanos. Os resultados foram
submetidos a analise estatistica pelo teste de Mann-Whitney (teste ndo-paramétrico one-way
ANOVA) com nivel de significancia de 5%. Resultados: Observou-se que o Endomethasone
N® foi o mais citotéxico sobre linfécitos, sendo dose-dependente. A Calen® espessada nio
foi citotdxica em nenhuma das diluicbes. O EndoSequence® BC Sealer apresentou
citotoxicidade nas diluigdes dos extremos (1:2 e 1:32) e resultados adequados de viabilidade
celular nas diluicdes intermediarias (1:4, 1:8 e 1:16) Concluséo: Endomethasone N® foi o
material mais citotoxico, apresentando caracteristica dose-dependente. Calen ®espessada com
Oxido de zinco apresentou viabilidade celular e auséncia de citotoxicidade em todas as
diluicdes estudadas. EndoSequence® BC Sealer apresentou citotoxicidade nas dilui¢des

extremas e viabilidade celular nas dilui¢des intermediérias.

Palavras-chave: viabilidade celular, endodontia, citotoxicidade.



FORTUNATO,BMG. Calen® thickened with zinc oxide and EndoSequence® BC had the
highest rates of cell viability than Endomethasone N® by the MTT assay in human
lymphocyte culture. Ribeirdo Preto, 2018. 45 p. Final paper - School of Dentistry of Ribeirdo

Preto, University of Sdo Paulo.
ABSTRACT

During the procedure of obturation of the root canals there may be direct contact of the
obturator materials of the root canals with the periapical tissues. Studies show that these
materials, if they do not present biocompatibility, can cause inflammatory, allergic and
genotoxic responses. Objective: The objective of this work was to evaluate the cytotoxicity
by MTT assay in human lymphocyte culture of root canal obturator materials. Materials and
Methods: EndoSequence® BC Sealer (Brasseler USA, Savanah, USA), Endomethasone®
(Septodont, Saint Maur des Fosses, France) and Calen® (SS White, Sao Cristovdo-RJ, Brazil)
thickened with zinc oxide at the dilutions of 1: 2, 1: 4, 1: 8, 1:16 and 1:32 were subjected to
the MTT Assay using human lymphocyte primary culture. The results were submitted to
statistical analysis using the Mann-Whitney test (non-parametric one-way ANOVA test) with
a significance level of 5%. Results: It was observed that Endomethasone N® was the most
cytotoxic on lymphocytes, being dose-dependent. Calen® thickened with zinc oxide was not
cytotoxic in any of the dilutions. EndoSequence® BC Sealer showed cytotoxicity at the
extreme dilutions (1: 2 and 1:32) and adequate cell viability at intermediate dilutions (1: 4, 1:
8 and 1:16) Conclusion: Endomethasone N® was the material more cytotoxic, presenting
dose-dependent characteristics. Calen® thickened with zinc oxide showed cell viability and
absence of cytotoxicity at all dilutions studied. EndoSequence® BC Sealer showed

cytotoxicity at the extreme dilutions and cell viability at the intermediate dilutions.

Key words: cell viability, endodontics, cytotoxicity.
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1.INTRODUCAO

Alguns autores na Endodontia contemporanea preconizam a obturacdo dos canais
radiculares nos limites do forame apical, podendo ocorrer durante o processo de
obturacdo/condensacdo dos canais radiculares um leve extravasamento de cimento
endodoéntico, conhecido como “puff” (Ruddle, 1994). Segundo Consolaro e Bittencourt
(2014), o extravasamento do material no periodonto apical dificulta o processo de reparo,
sendo que as consequéncias podem permanecer como lesfes inflamatdrias cronicas. Dessa
forma, torna-se indispensavel que os materiais obturadores de canais radiculares sejam bem
aceitos pelos tecidos perriradiculares, visto que estes materiais podem ficar em contato direto
com os tecidos periapicais por periodo indeterminado de tempo. Ainda, esses materiais podem
ser extravasados na forma de “puff”’, e ainda os componentes derivados desses materiais
podem vir a entrar em contato direto com os tecidos por numerosas conexdes, incluindo
tubulos dentinarios, canais acessorios, canais laterais e o forame apical (Koch, 2001), o que
leva a irritacdo e reparacdo tardia, provocando também possivel desconforto p6s-operatorio
(Tepel et al., 1994; Geurtsen e Leyhausen 1997; Tanomaru Filho et al., 1998; Hauman e Love
2003; Schafer e Zandbiglari 2003; Seltzer, 2004; Huang et al., 2005; Donnelly et al., 2007;
Spagnuolo et al., 2008; Badole et al., 2013; Reichl et al. 2015; Rodriguez-Lozano et al.,
2015).

Como o cimento endodéntico permanecerd por um periodo indefinivel de tempo em
contato com as células do ligamento periodontal, este deve apresentar biocompatibilidade
adequada, definida como a capacidade de um material exercer suas funcdes especificas,
qguando aplicado em tecidos vivos, sem causar danos ou prejuizos ao mesmo (Jorge et al.,
2004; Anusavice et al., 2013). Caso nao apresente compatibilidade tecidual, o0 material podera
induzir reacdes inflamatorias, alérgicas ou genotoxicas, podendo ocasionar injarias locais ou a
distancia, uma vez que o ligamento periodontal é altamente vascularizado (Van Landuyt et al.,
2012; Lima et al., 2016). Esta propriedade relaciona-se diretamente com a composi¢do dos
materiais. Como exemplo, pode ser citada a liberagdo de substancias toxicas por materiais a
base de Oxido de zinco e eugenol, se mantidos durante um periodo prolongado, podendo
manter uma inflamacdo constante (Zmener et al., 2012); ainda, os materiais a base de
metacrilato possuem alguns componentes que podem ndo polimerizar e sdo toxicos para 0s
tecidos periapicais (Augsburger e Peters, 1990); e materiais que contém resina epoxi

apresentam um grau de citotoxicidade (Huang et al., 2002; Eldeniz et al., 2007) e inflamag&o
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severa (Holland e Souza, 1985; Huang et al., 2003), sendo alguns considerados mutagénicos
para liberagdo de bisfenol A, éter diglicidilico e formaldeido, substancias potencialmente

carcinogénicas (Camargo et al., 2009).

Os materiais obturadores dos canais radiculares podem ser classificados segundo sua
composicdo quimica, apresentando-se como cimentos a base de éxido de zinco e eugenol,
cimentos contendo hidroxido de célcio, cimentos & base de resina,cimentos a base de
iondmero de vidro, a base de MTA (Mineral Trioxido Agregado), a base de biocerdmicas e
aqueles a base de silicones (Yoshimine et al., 2003; Baraba et al., 2011; Al-Haddad e Aziz,
2016).

O uso de cultura de células in vitro faz parte dos protocolos mais utilizados dentre as
varias metodologias recomendadas para avaliar a biocompatibilidade e a citotoxicidade de
materiais dentérios, em diferentes niveis de investigacdo (Ratanasathien et al., 1995; Martins
at al., 2013). Esse fato deve-se a homogeneidade que as amostras apresentam e uma facil
padronizacdo, sendo possivel o controle de fatores como pH, temperatura, pressdo osmética e
tensao de O: e CO: (Freshney, 2005). Com iss0, pode-se ressaltar a cultura de células
primarias, que sdo produzidas a partir de células retiradas de um tecido por processo de
desagregacdo mecanica, enzimatica ou quimica. Essas células possuem morfologia idéntica ao
tecido das quais se originam, sendo que sua cultura permite poucas divisGes celulares,
entrando ap0Os esse processo em estado de senescéncia e morte, dessa forma podendo assim
ser consideradas representativas das condi¢cdes naturais de um organismo (Schmalz, 1994,
Martins et al., 2013). A cultura priméria pode ser obtida de células retiradas do sangue, 6rgaos
(rins, figado, linfonodos, baco, timo e péancreas) e organismos (embrides) (Takahashi at al.,
1990).

De acordo com a ISO 10993-5, o primeiro teste para avaliar a biocompatibilidade de
qualquer material para uso em dispositivos biomédicos € o ensaio de citotoxicidade in vitro.
Dentre os varios testes para a avaliacdo da citotoxicidade in vitro de diversos materiais, um
deles é o ensaio do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo), que
avalia a viabilidade celular por meio da atividade mitocondrial, sendo bem aceito na literatura
para avaliacdo de materiais endododnticos (Al-Hiyasat, Tayyar e Darmani 2010; Ashraf et al.,
2012; Scelza, Coil e Alves 2012; Candeiro et al., 2015; Mestieri et al., 2015; Rodriguez-
Lozano et al., 2015; Silva et al., 2015; Cintra et al., 2017).
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Em 1999, Telli et al. avaliaram a citotoxicidade de cimentos endodonticos a base de
fosfato de célcio pelo ensaio MTT utilizando células L929 (fibroblastos de ratos). Os
cimentos analisados foram SARCS (cimentos obturadores de canais radiculares de apatita de
Sankin) tipos 1 a 3 em comparacdo aos cimentos CRCS, Ketac™ Endo, AH26® e
Endomethasone®) nas diluigdes 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16. Obteve como resultado que os cimentos
SARCS 1, 2 e 3 e CRCS ndo apresentaram efeito citotoxico, enquanto que o0 AH26®, Ketac™

Endo e Endomethasone® produziram alguma citotoxicidade.

Huang et al., em 2002, analisaram a biocompatibilidade de cimentos endodénticos a
base de resina epdxica in vitro por meio do ensaio MTT nas dilui¢Bes de 0.01, 0.02, 0.04, 0.08
e 0.10mg/mL.. O cimento AH26® apresentou viabilidade celular maior que 100% na diluicédo
de 0,01mg/mL, enquanto que o cimento AH Plus™ teve esse resultado nas dilui¢fes de 0,01,
0,02 e 0,04mg/mL.

Em 2009, Al-Hiyasat et al. avaliaram a citotoxicidade dos cimentos AH Plus™,
EndoREZ®, Epiphany™ e MetaSEAL™, o0s quais sdo a base de resina, por meio do ensaio
do MTT em células 3T3 BALB nas diluicdes de 1:1 e 1:10. Observou-se que nenhum
material teve viabilidade de 100%. O MetaSEAL™ apresentou alta toxicidade em relacdo aos
demais materiais. Na diluicdo de 1:1, o AH Plus™ mostrou-se 0 menos citotdxico, seguido
pelo EndoREZ®, Epiphany™ e MetaSEAL™. Na diluicdo de 1:10, o0 AH Plus™ também
apresentou como de menor citotoxicidade, seguido pelo Epiphany™, EndoREZ® e
MetaSEAL™,

Zhang et al., em 2010, estudou os efeitos do cimento iRoot® SP e do AH Plus™ em
células de osteossarcoma humano (MG63) nas concentracdes de 1:1,1:2 e 1:4. Notou-se que 0
iRoot® SP ndo foi citotdxico em nenhuma das concentra¢des, enquanto que o AH Plus™ teve
citotoxicidade nas concentragfes de 1:2 e 1:4.

Em 2012, Bin et al. propuseram a analise de citotoxicidade e genotoxicidade dos
cimentos endodénticos a base de Mineral Tridxido Agregado (MTA-Fillapex), em
comparagdo com o cimento MTA White e AH Plus™. Fibroblastos de hamster chinés (V79)
foram colocados em contato com diferentes dilui¢cBes das culturas previamente expostas a tais
materiais. A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio MTT em espectrofotémetro para checar a
viabilidade e sobrevivéncia das células. A genotoxicidade foi analisada pelo teste dos
micronudcleos. A taxa de sobrevivéncia celular e numero de micronucleos foram avaliados
antes e depois da exposicdo aos cimentos. Para esse estudo, a porcentagem de viabilidade

celular ideal foi considerada quando o valor médio obtido foi de 50% ou superior. Os
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resultados mostraram que a viabilidade celular do MTA White foi superior a 70% para todas
as diluigdes testadas, sendo assim classificado como um material ndo citotoxico. Em contra
partida, 0 MTA-Fillapex foi altamente citotoxico em concentracGes elevadas (1:1, 1:2 e 1:4),
assim como para o AHPlus™ (exceto na dilui¢ao 1:4).

Em 2013, Yoshino et al., pesquisou sobre a citotoxicidade em fibroblastos do
ligamento periodontal humano por meio do ensaio do MTT do MTA White, MTA-Fillapex e
do cimento Portland nas diluicdes 1:1,1:2, 1:4, 1:8 e 1:16 ap0ds 24h, 48 e 72h de incubacéo.
Como resultado apresentou alta viabilidade celular o Portland e 0 MTA White e em contra
partida, o MTA-Fillapex mostrou alta citotoxicidade,

Candeiro et al. em 2015 propuseram a comparacao das caracteristicas do cimento a
base de bioceramica (EndoSequence® BC) ¢ AH Plus™. A citotoxicidade e genotoxicidade
foram analisados em fibroblastos gengivais humanos submetidos ao meio de cultura de
células condicionado por cimentos, utilizando o ensaio MTT e formacdo de micronucleos
(MNT), respectivamente. As celulas cultivadas em meio fresco serviram como controles.
Culturas submetidas a EndoSequence® BC tinham um numero significativamente maior de
células viaveis (P <0,01) e menos formacao de micronucleos (P <0,05) do que o cimento AH
Plus™, O cimento a base de bioceramica tinha menos citotoxicidade e genotoxicidade e efeito
antibacteriano semelhante contra E. faecalis em comparagao com o cimento AH Plus™.

Em 2016, Silva et al. avaliaram os efeitos citotdxicos e genotoxicos de dois cimentos
obturadores experimentais baseados em extrato de Copaifera multijuga e Ricinus communis
(polimero de mamona) comparando com cimentos a base de resina sintética: a base de
metacrilato (EndoREZ®), a base de multi-metacrilato (RealSeal SE™) e a base de resina
epoxi (AH Plus™), Foram realizados ensaio MTT para avaliar a citotoxicidade e formacdo de
MNT para a genotoxicidade com células V79. Para o ensaio de MNT, as células foram
expostas a diluicdo em que aferiu viabilidade celular perto de 50% (normatizacdo para todas
as amostras). A maioria das dilui¢des citotdxicas ndo foi analisada porque ndo permitiam a
proliferacdo das células, invalidando a analise. Como resultado obteve que o cimento a base
de metacrilato foi o Unico genotdxico quando comparado as culturas de células ndo tratadas,
nenhum dos outros cimentos teve efeito genotdxico significativo; sendo o polimero a base de
oleo de ricino néo citotoxico e ndo genotdxico quando comparados com 0s cimentos a base de
resinas sintéticas comercialmente disponiveis.

Silva et al., em 2017, propuseram um estudo da citoxicidade e inducdo de apoptose
em células RAW 264.7 (tecido subcutaneo de rato) quando expostas aos cimentos RealSeal

XT® e Sealapex Xpress™ nas concentragfes 1:20, 1:100 e 1:500. Observou-se que nenhum
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dos cimentos obteve viabilidade celular maior que 100% e que o Sealapex Xpress™ foi
menor citotdxico do que o RealSeal XT®.

Em 2017, Martinho et al. avaliaram a citotoxidade, genotoxicidade e a atividade de
biomarcadores bioldgicos dos cimentos de endoddnticos Apexit® Plus, RealSeal SE®, AH
Plus™ e EndoREZ®, para isso foram utilizadas células humanas derivadas da polpa e o teste
MTT e MNT. A citotoxicidade foi avaliada na concentracdo dos cimentos de 1:2, 1:4, 1:8 e
1:16 e a genotoxidade foi avaliada na concentracdo dos cimentos de 1:2. Concluiu-se que a
1:2 todos os cimentos obturadores foram associados a viabilidade celular reduzida, exceto
RealSeal SE®(o qual apresentou maior citotoxidade e maior potencial inflamatorio). Nenhum
dos cimentos foi citotdxico a diluices mais elevadas (1:16). Em relagdo a genotoxidade,
observou-se que todos os cimentos foram incapazes de aumentar a quantidade de
micronucleos significativamente em relacdo ao controle, exceto o controle positivo.

Em 2017, Cintra et al. avaliaram a citoxicidade e a biocompatibilidade tecidual de um
novo cimento endodontico a base de resina, utilizando como comparacdo o AH Plus™,
Endofill e SimpliSeal®. Foram utilizados fibroblastos L929 e o ensaio MTT para determinar
a citotoxicidade dos extratos. Além disso, tubos contendo o extrato dos materiais e controles
foram inseridos subcutaneamente em ratos e foram removidos ap6s 7 e 30 dias para analise
histologica. O novo material (SimpliSeal®) promoveu maior viabilidade celular e teve maior
compatibilidade tecidual em comparagdo com 0s outros materiais.

Um estudo realizado por Colombo et al., em 2018, estudou as propriedades bioldgicas
(citotoxicidade e eficacia antibacteriana) e fisico-quimica (solubilidade e pH) de cimentos
endoddnticos a base de bioceramica e os comparou a diferentes cimentos endoddnticos a base
de hidroxido de célcio, a base de MTA e resina epoxica. Como resultado, em relagcdo a
citotoxicidade, obteve-se que 0s cimentos bioceramicos ndo apresentaram efeito citotoxico
nas primeiras 24 horas, enquanto que nos extratos de 48h e 72h apresentam leve
citotoxicidade, porém ndo foi notada diferenca estatisticamente significante para todos 0s
tempos.

Outros estudos realizados por Silva et al. (2016); Silva et al. (2017) realizaram anélise
da citotoxicidade por meio de analise em 3D, sem utilizar dilui¢bes seriadas. De modo geral,
esses estudos mostraram que o0 MTA-Fillapex apresenta-se como o mais citotdxico. Ou entéo,
uso do ensaio MTT para avaliar a citotoxicidade, sem realizar diluicdes seriadas, mas
avaliando apds quando tempo os matérias em estudo apresentariam ou néo viabilidade celular,

sendo o caso dos autores Susini et al.; Donadio et al, cujo estudos mostraram que o material
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Resilon® foi 0 menos citotoxico. J& os estudos realizados por Zoufan et al.; Scelza et al. e
Martins et al. obtiveram como resultado que o material menos citotdxico foi o GuttaFlow®.

Pelo exposto, ha resultados conflitantes na literatura recente sobre a citotoxicidade de
materiais obturadores de canais radiculares, alem da escassez de trabalhos que avaliam a
citotoxicidade de materiais obturadores em linfocitos humanos periféricos, por meio do ensaio
MTT. Além disso, continuamente novos materiais sdo introduzidos no comércio
especializado, sendo imprescindivel avaliar sua biocompatibilidade para que esses possam ser
utilizados na pratica clinica de fato mais segura. Além disso, novos materiais devem ser
investigados quanto as suas propriedades bioindutores, o que favoreceria o processo de reparo
dos tecidos periapicais apés o tratamento endodéntico dos canais radiculares.
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2. PROPOSICAO

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar a citotoxicidade dos seguintes materiais
obturadores de canais radiculares de dentes deciduos e permanentes: EndoSequence® BC
Sealer (a base de bioceramicas); Endomethasone N® (a base de 6xido de zinco e Eugenol) e

Calen® espessada com 6xido de zinco (a base de hidroxido de calcio).
Obijetivos especificos:

v' Auvaliar a citotoxicidade de materiais obturadores de canais radiculares, por

meio do ensaio MTT, em cultura de linfocitos do sangue periférico humano.

v' Acrescentar a avaliacdo da propriedade bioindutora do Endosequence® BC
Sealer em comparacdo a Calen® espessada com Oxido de zinco, que ja demonstrou ter
diversos resultados bons para a biocompatibilidade.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Materiais obturadores de canais radiculares a serem avaliados

Foram utilizados nos experimentos 0s seguintes cimentos obturadores de canais
radiculares: a) & base de bioceramicas: EndoSequence® BC Sealer (Brasseler USA, Savanah,
EUA); b) a base de 6xido de zinco e Eugenol: Endomethasone N® (Septodont, Saint Maur
des Fosses, France); c) a base de hidréxido de calcio: Calen® (SS White, Rio de Janeiro-RJ,

Brasil) espessada com Oxido de zinco.

3.2 Apresentacéo comercial dos materiais avaliados

O cimento EndoSequence® BC Sealer™ (Brasseler USA, Savanah, EUA) nao requer
manipulacdo, devendo ser usado diretamente da seringa no qual est& contido, de acordo com
as instrucdes do fabricante.

O cimento Endomethasone N® (Septodont, Saint Maur des Fosses, France), de acordo
com as instrucbes do fabricante, necessita preparar a mistura da pasta, incorporando
progressivamente o pé ao liquido (eugenol) a razdo de 2 colheres de p6 para 3 a 6 gotas de
liquido, até a obtencdo de uma pasta com a consisténcia requerida (formacéo de fio de 1cm).

A pasta Calen® (SS White, Séo Cristovao — RJ, Brasil) espessada com 6xido de zinco

é manipulada na proporcdo de 1g de pasta para 0,6g de 6xido de zinco.

Material Componente Ingredientes

EndoSequence® BC Sealer™
(Brasseler USA, Savanah, EUA)

Endomethasone N® (Septodont, P

Saint Maur des Fosses, France)

Liquido
Calen® (SS White, Sio Cristovao- Pasta Calen
RJ, Brasil) espessada com éxido de
zinco
P6

Oxido de zirconio, silicatos de
calcio, fosfato de célcio monobésico,
hidréxido de célcio, agentes de carga

e de espessamento
Acetato de hidrocortisona, iodeto de
timol, sulfato de bario, 6xido de

zinco, e estearato de magnésio

Eugenol
Hidroxido de calcio, 6xido de zinco,

colofénia, PEG 400 e glicerina

Oxido de zinco
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Tabela 1 - Composicdo de cada material estudado e fabricante

3.3 Avaliacao da citotoxicidade dos cimentos obturadores de canais radiculares por meio
do MTT

3.3.1 Procedimentos éticos

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto (FORP-USP) sob o protocolo CAAE 41659915.2.0000.5419.

Para a realizacdo dos experimentos foram obtidas amostras sanguineas de 6 doadores
voluntarios adultos, com idade entre 18 e 35 anos, de ambos 0s géneros, saudaveis, nao-
fumantes, que ndo foram expostos a radiacdo nos ultimos trés meses e que nao fizeram uso de
antibiéticos ou outros medicamentos por um periodo de trés semanas. Foram obtidos 10mL de
sangue de cada doador voluntério utilizando seringa e agulhas descartaveis, por profissional
da area da saude com experiéncia em flebotomia, na Clinica de Odontopediatria da Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto.

Extratos dos materiais endoddnticos foram preparados logo apds sua manipulacdo,
realizada de acordo com instrugdes do fabricante, na concentracdo de 0,1xg/mL, e mantidos
em estufa a 37°C por 24 horas (ISSO 10993-12), sendo entdo filtrados e condicionados em

geladeira a 4°C, por um periodo maximo de 30 dias.

3.3.2 Preparo das culturas celulares

Os linfocitos foram isolados do sangue total dos voluntarios por centrifugacdo
diferencial utilizando gradiente de densidade Ficoll (Histopaque 1077, Sigma Aldrich, St
Louis, MO, USA), conforme protocolo do fabricante. Os linfécitos foram coletados em tubos
plasticos tipo Falcon, lavadose ressuspendidos na concentragdo de 4x10° células/mL em meio
RMPI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e uma mistura de antibioticos
(penicilina e estreptomicina). Apds 24 horas de incubagdo a 37°C e 5% de CO:2 em estufa de
atmosfera tmida (Thermo Eletronic Servicos e Representacdo Ltda, Maceid, Alagoas, Brasil),

foram realizados os experimentos.
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3.3.3 Ensaiodo MTT

O ensaio do MTT foi descrito primeiramente por Mosmann (1983) e consiste na
quantificacdo de células viaveis por meio da colorimetria. Algumas modificacdes foram feitas
até entdo, utilizado o reativo 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo,
referido comumente como reativo do MTT,

O método avalia a atividade metabdlica das células através da quantificacdo da
reducdo metabdlica do MTT a cristais de formazan. Esses cristais sdo formados devido a
ocorréncia da reducdo por meio de uma reacdo enzimatica dos sais do tetrazélio (MTT)
envolvendo a oxidacdo do NADH/NADPH catalisada pelo complexo succinato-
tetrazoliumredutase presentes em células vidveis. Os sais tetrazolio, quando reduzidos,
formam o sal formazan, apresentando-se hidrofébico e colorido (solubilizado pela adi¢do de
DMSO), podendo entdo ser quantificado por espectofotometria. Dessa forma, quanto maior a
formacédo dos cristais de coloracao violeta, maior a porcentagem de viabilidade celular.

Para isso, 1,0 x 10° linfécitos foram semeados em placas de cultura de 96 pocos e
incubados por 24 horas a 37°C em incubadora umidificada contendo 5% de CO.. A seguir, as
células foram tratadas com 100uL de meio de cultura suplementado com soro fetal bovino
(controle negativo) ou 100uL de cada extrato em diferentes dilui¢bes (1:32 — 3,125mg/mL,;
1:16 — 6,25mg/mL; 1:8 — 12,5mg/mL; 1:4 - 25mg/mL e 1:2 - 50mg/mL). O controle positivo
experimental recebeu 100uL de uma solucdo de metilmetanosulfonato (MMS), que é um
agente alquilante e carcindgeno, o qual causa quebra das cadeias duplas do DNA. Apos isso,
as placas foram novamente levadas a incubadora por 24 horas a 37°C. Em seguida, 0s po¢os
receberam 20puL de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo]
(Sigma M2128, EUA) (500ug/mL, concentracdo final) e as placas incubadas durante 3 horas
a 37°C e 5% de CO.. Apos esse periodo, as placas foram centrifugadas a 1500rpm durante 5
minutos e invertidas para descartar o sobrenadante. O “formazan” formado, por ser insoluvel,
se precipita no fundo do pogo, necessitando ser solubilizado antes da leitura, assim, 100pL de
DMSO (dimetilsulfoxido) (Sigma D2650, EUA) foram adicionados em cada um dos pogos.
Entdo, as placas foram mantidas sob agitacdo até a dissolucdo completa dos cristais
(aproximandamente 20 minutos) e, em seguida, a absorbancia a 570nm foi determinada em

um microreader Powerwave XS2 (Biotek, Winooski, Vermont, EUA). A porcentagem de
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viabilidade celular foi calculada a partir da formula: % de células viaveis = (absorbéncia do
tratamento x 100)/média do controle negativo.

3.3.4 Determinacéo da validade do ensaio

A validade do ensaio foi determinada a partir das respostas das células ao tratamento
pelo controle positivo (metilmetanosulfonato - MMS) e negativo (meio de cultura RPMI 1640
suplementado com soro fetal bovino). O MMS apresenta uma resposta citotoxica dose
dependente bem definida na literatura, caracterizando-se como um bom controle positivo para
os tratamentos (Wyatt; Pittman, 2006). A concentracdo de 100uL de MMS foi selecionada
para utilizacdo como controle positivo. O controle celular foi obtido por meio da observacéao

microscopica dos poc¢os de cultura que receberam somente 0 meio de cobertura.

3.4 Analise estatistica

Cada ensaio foi feito em triplicata. Os resultados foram analisados pelo software
GraphPad Prism 5® utilizando o teste One-way ANOVA e pés-teste de Tukey. O nivel de
significancia adotado foi de 5%. Para o teste de citotoxicidade, todos os tratamentos foram
comparados com o controle negativo (RPMI 1640 suplementado com soro fetal bovino) e

positivo (metilmetanosulfonato - MMS).
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4. RESULTADOS

As vaérias diluicdes de cada material foram comparadas aos controles negativo e
positivo a fim de avaliar em qual das diluicGes apresentavam resultados de viabilidade celular

compativeis com os achados da literatura.

Em uma andlise qualitativa dos resultados obtidos, observou-se que o Endomethasone
N® foi citotoxico sobre linfécitos, com um padrdo dose-dependente, sendo considerado como
0 de pior compatibilidade celular. Pelo gréfico, vemos que as dilui¢fes de 1:4, 1:8 e 1:16 foi
estatisticamente semelhante ao controle positivo (p>0,05) e diferente do negativo (p<0,05). Ja
na diluicdo de 1:2, observamos que houve diferencas estatisticamente significantes (p<0,05)
entre ela e os controles positivo e negativo, ou seja, ela foi mais citotoxica que o controle
positivo. Na diluicdo 1:32 também foram observadas diferencas em relacdo ao controle
positivo e negativo (p<0,05). Assim, observamos que o Endomethasone N® é uma material

citotoxico dose dependente.

A Calen® espessada foi o material que apresentou os melhores resultados de
viabilidade celular, sendo que em todas as diluigdes ndo houve diferenca estatisticamente
significante em relagéo ao controle negativo (p>0,05).

O EndoSequence® BC Sealer apresentou citotoxicidade nas diluicdes dos extremos
(1:2 e 1:32), visto que foi estatisticamente semelhante ao controle positivo (p>0,05). Nas
diluicdes intermediarias (1:4, 1:8 e 1:16) foi observada viabilidade celular, tendo em vista que
ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes ao controle negativo
(p>0,05).
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Figura 1 - Gréfico representativo do teste de citotoxicidade por meio de avaliacdo da viabilidade celular no MTT
para Endomethasone N® em comparacéo ao controle negativo e positivo. Letras diferentes indicam diferenca

estatisticamente significante para casa dilui¢do (p<0,05).
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Figura 2 - Gréfico representativo do teste de citotoxicidade por meio de avaliacdo da viabilidade celular no MTT
para Calen® espessada com 6xido de zinco em comparagio ao controle negativo e positivo. Letras diferentes

indicam diferenca estatisticamente significante para casa diluigdo (p<0,05).
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Figura 3 - Gréfico representativo do teste de citotoxicidade por meio de avaliacdo da viabilidade celular no MTT
para Endosequence® BC Sealer em comparacdo ao controle negativo e positivo. Letras diferentes indicam
diferenca estatisticamente significante para casa dilui¢do (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

A citotoxicidade in vitro de diversos cimentos endodonticos tem sido investigada por
diversos autores (Augsburger e Peters, 1990; Telli C et al., 1999; Huang et al., 2002;
Yoshimine et al., 2003; Eldeniz et al., 2007; Al-Hiyasat AS et al. 2009; Camargo et al., 2009;
Al-Hiyasat, Tayyar e Darmani 2010; Zhang W et al., 2010; Baraba et al., 2011; Zmener et al.,
2012; Ashraf et al., 2012; Scelza, Coil e Alves 2012; Bin et al., 2012; Yoshino P et al, 2013;
Candeiro et al., 2015; Mestieri et al., 2015; Rodriguez-Lozano et al., 2015; Silva et al., 2015;
Silva et al., 2016; AL-Haddad e Aziz, 2016; Silva LA et al. 2017; Cintra at al., 2017
Martinho FC et al., 2017; Jung et al., 2018 e Jung et al., 2018). Nesses estudos ha uma
variedade de resultados indicando que grande parte dos cimentos endodénticos é pouco
biocompativel e apresenta alta citotoxicidade quando analisados em cultura de células. Porém,
podem ocorrer processos inflamatdrios agudos ou crénicos desencadeados quando estes
materiais entram em contato direto com os tecidos conjuntivos apicais, 0s quais podem
ocasionar destruicdo tecidual, formacdo de lesbes granulomatosas, cistos ou outras lesdes
teciduais (Vidal, 2007).

A citotoxicidade pode estar relacionada com o estresse, lesdes reversiveis e
irreversiveis das células que antecedem a necrose, nas quais hd grande liberacdo de
mediadores e proteinas livres (Consolaro, 2015). Materiais com potencial citotoxico podem
estar associados com a dor pds-operatdria em tratamentos endodénticos. ApOs a agressao
celular ocorre a liberacdo e ativacdo de mediadores quimicos da resposta inflamatoria, como a
histamina, bradicinina e protaglandinas, sendo esta Ultima associada ao processo de
hiperalgesia, ou seja, sensibilizacdo das fibras nervosas sensitivas, responsavel pela dor
(Seymour e Walton, 1984).

Os protocolos relacionados aos testes de citotoxicidade foram padronizados pela 1SO
(International Organization for Standardization) por meio de uma diretriz emitida em 1992
pela Food and Drug Admnistration (FDA — 1992), onde é descrita uma série de requisitos a
serem seguidos e respeitados durante a realizacdo dos testes in vitro de citotoxicidade de
biomateriais. Trés categorias de testes sdo estabelecidas pelas normas ISO 10993-5, sendo
elas: teste por extracéo, teste de contato direto e teste de contato indireto. Nesse estudo,
optamos pela realizacdo dos experimentos por meio de extragédo, sendo os extratos preparados
com materiais obturadores de canais radiculares recém-manipulados, levando-se em

consideracao estudos feitos por Spangberg e Pascon (1988), onde enfatizaram a importancia
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do preparo dos biomateriais a serem testados in vitro quanto a sua citotoxicidade, concluindo
que este deve ser realizado exatamente como a utilizagdo da clinica diaria, expressando

resultados mais confiaveis.

O ensaio do MTT foi descrito primeiramente por Mosmann (1983) e consiste na
quantificacdo de células viaveis por meio da colorimetria. Esse teste foi desenvolvido como
uma alternativa ndo radioativa ao método de incorporacdo de timidina ao DNA (Mosmann,
1983) e apresenta como vantagens a rapidez e a precisdo, ndo requerendo radiois6topos
(&tomos que liberam radiacdo). Para a realizacdo do ensaio do MTT foram utilizadas células
de cultura primaria, as quais sdo as mais indicadas para testes de citotoxicidade de materiais
endodénticos, sendo elas linfécitos do sangue periférico humano (Huang et al., 2002). Dentre
as vantagens de se usar linfocitos podemos destacar a estabilidade do cari6tipo, ndo apresentar
grandes variacOes de duracdo do ciclo celular, estarem disponiveis em grandes quantidades
em pequenas amostras do sangue periférico, circularem por todos os tecidos e serem comuns
aos tecidos periapicais e periodontais (Evans e O’Riordan, 1975; Preston at al., 1987). Preston
at al., em 1987, descreveram um protocolo para a padronizacao do cultivo dessas células para
a realizacéo dos experimentos in vitro.

Dentre as limitacGes da avaliacdo da citotoxicidade in vitro podemos citar a avaliacdo
de reacGes celulares, pois nem sempre o efeito citotoxico in vitro € 0 mesmo in vivo (Martins
et al.,2013).

O Endomethasone N® no presente estudo apresentou citotoxicidade dose dependente,
sendo 0 mais citotoxico entre os cimentos endoddnticos avaliados, o que condiz com Silva et
al., 2007, em que relataram que quanto mais diluido o cimento endod6ntico, menor a sua
citotoxicidade. Estudos prévios realizados com fibroblastos 3T3 e células humanas do
ligamento demonstraram que esse material inibiu fortemente a atividade mitocondrial durante
as primeiras 24 horas (Gerosa et al., 1995; Schwarze et al., 2002). Esta constatacdo foi
provavelmente devido a liberacdo de eugenol necessario para a manipulacdo do
Endomethasone N® (ISSO 7405:2008; Gulati et al., 1991; Schwarze et al., 2002) e também a
hidrocortisona e o timol presentes nesse cimento, que sdo substancias reconhecidamente
citotoxicas (Gerosa et al., 1995; Badole et al., 2013).

No estudo de Huang et al.,, em 2002, onde compararam a citotoxicidade de cinco
cimentos, entre eles o Endomethasone N®, obteve resultado semelhantes ao nosso estudo,
Visto que esse cimento teve 0 maior grau de citotoxicidade quando comparados aos outros

cimentos. O Endomethasone N® apresenta boa atividade antimicrobiana em razdo da
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presenca do eugenol e timol, porém esses componentes também aumentam a toxicidade do
material, provocando danos aos tecidos periapicais, 0 que ndo compensa seus beneficios
antimicrobianos (Gomes et al., 2004).

Os cimentos a base de bioceramicas tem atraido atencéo devido as suas propriedades
que oferecem uma composi¢do quimica com estrutura cristalina similar a apatita do dente e ao

tecido 6sseo.

Silva et al., em 2017, realizaram um estudo com quatro cimentos endodénticos, dentre
eles o EndoSequence® BC Sealer, obtiveram resultados semelhantes ao encontrado no
presente estudo, na qual a atividade celular desse cimento foi semelhante ao controle

negativo, indicando que ndo houve efeitos citotoxicos.

Jung et al., em 2018, realizaram um estudo cujo objetivo era avaliar a citotoxicidade
de quatro cimentos a base de silicato de calcio utilizando células de ligamento periodontal
humano e ensaio MTT. Esse estudo obteve como resultado que o cimento a base de silicato de
calcio tem influéncia positiva sobre o metabolismo celular e efeito bioativo (que induz a
secrecdo de fatores de crescimento angiogénicos, tais como VEGF, FGF-2 e BMP-2 a partir
do tecido circundante, o que influéncia na formacdo de vasos sanguineos e 0ss0), em
comparagao com cimentos a base de resina epdxica, metacrilato ou 6xido de zinco e eugenol.
No presente estudo, as células expostas ao cimento EndoSequence® BC Sealer apresentaram
viabilidade celular nas dilui¢ces intermediarias (ndo apresentando diferencas estatisticamente
significantes em relacdo ao controle negativo) e isso provavelmente se deve a esses efeitos
bioativos. Entretanto, no presente estudo, nas concentragfes extremas (1:2 e 1:32), foi
observado diferenca estatisticamente significante ao controle negativo, ou seja, menor
viabilidade celular. Esse material pode ter apresentado tais resultados para a viabilidade, em
comparagdo a todas dilui¢des, pois mecanismos reativos para a viabilidade celular séo
despertos tanto na menor dilui¢do, pois esta mais concentrado, sendo mais citotoxico a célula,

como também quando se apresenta em sua maior diluicéo.

Um estudo realizado por Colombo et al., em 2018, estudou as propriedades bioldgicas
(citotoxicidade e eficacia antibacteriana) e fisico-quimica (solubilidade e pH) de cimentos
endodénticos a base de bioceramica e os comparou a diferentes cimentos endodonticos a base
de hidroxido de célcio, a base de MTA e resina epoxica. Como resultado, em relagdo a
citotoxicidade, obteve-se que 0s cimentos biocerdmicos ndo apresentaram efeito citotoxico

nas primeiras 24 horas, enquanto que nos extratos de 48h e 72h apresentam leve
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citotoxicidade, porém ndo foi notada diferenga estatisticamente significante para todos os
tempos.

Silva et al., em 2008, avaliaram o efeito citotoxico da pasta Calen® associada ou ndo a
clorexidina em cultura celular RAW 264.7 de macrofagos, suas propriedade
imunoestimulantes e antiinflamatorias apos a exposi¢cdo dessas células aos materiais. Para a
avaliacédo da citotoxicidade foi usado o ensaio MTT e as seguintes concentragcdes de material
(em gramas) por ml de meio de cultura (25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39; 0,19; 0,097 e
0,048) e como resultados obteve que a pasta Calen®, associada ou ndo com a clorexidina, ndo

apresentou efeito citotoxico em nenhuma das concentragdes.

Em uma pesquisa realizada por Pires et al., em 2015, cujo objetivo era avaliar a
citotoxicidade, estresse oxidativo e genotoxicidade in vitro de quatro pastas a base de
iodoférmio e trés a base de hidréxido de calcio (dentre elas a Calen® espessada com 6xido de
zinco) obteve como resultado que as pastas a base de hidréxido de célcio apresentou aumento
da viabilidade celular. Assim, houve discrepancia de resultados em comparacao ao presente
estudo, visto que ndo foi observado aumento da viabilidade celular em relacdo ao controle
negativo. Essa discrepancia pode ser devido ao tempo de incubagdo da placa com os
tratamentos, visto que elas foram avaliadas ap6s 24h e 72h, além dessa diferenca, temos
também que foi adicionado 200uL de DMSO e mantidos por 10 minutos sob agitacdo,
enguanto que no presente estudo utilizamos tempo de incubacdo das placas com o tratamento
de 24h, adicdo de 100uL de DMSO e a mantidos sob agitacdo para a dissolugdo dos cristais

de “formazan” por aproximandamente 20 minutos.

Em outro estudo, Pilownic et al., em 2017, avaliaram a citotoxicidade de materiais de
obturacgdo de canais radiculares entre outras propriedades. Os materiais de analise foram 6xido
de zinco e eugenol (ZOE), Vitapex e pasta Calen® espessada com 6xido de zinco comparadas
a um material experimental a base de MTA. A avaliacdo da citotoxicidade foi feita através do
ensaio MTT utilizando fibroblastos gengivais humanos e em relacdo a pasta Calen®
espessada observou-se que ndo houve diferenca estatisticamente significante na viabilidade
celular em nenhuma das cinco concentragfes. Assim, os estudos citados de Silva et al. (2008)
e Pilownic et al (2017) apresentaram resultados semelhantes ao presente, uma vez que a pasta
Calen® espessada com oOxido de zinco foi o material obturador menos citotoxico,

apresentando viabilidade celular em todas as dilui¢Oes testadas.
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Para o bem-estar dos pacientes e melhores respostas clinicas (como auséncia de dor,
recidiva de lesdo) é fundamental a utilizacdo de materiais que apresentem biocompatibilidade
e preferencialmente auséncia de citotoxicidade, pois 0 paciente ja se expde a diversas fontes
que podem causa agressdes celulares durante a sua vida (como sol e exames radiograficos),
que tem efeito acumulativo. Além disso, os testes realizados no presente estudo ndo permitem
inferir a respeito de mutagenicidade e carcinogenicidade, assim, estas propriedades devem ser

avaliadas em estudos adicionais.

Para uso clinico, devemos optar sempre pelo material que apresente melhor
biocompatibilidade e baixa de citotoxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade. No
presente estudo, os melhores resultados com relacdo a citotoxicidade foram observados para a
Calen® espessada com oOxido de zinco (ndo citotdxica em todas as diluicbes) e
EndoSequence® BC Sealer (ndo citotoxica nas dilui¢bes intermedirias).
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6. CONCLUSAO

Considerando as limitacdes e condi¢bes especificas deste trabalho, com base na
metodologia empregada e nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

O Endomethasone N® demonstrou caracteristicas de citotoxicidade sobre 0s
linfocitos nas diferentes concentragfes, sendo o0 mais citotoxico entre 0s
materiais estudados, apresentando caracteristica dose-dependente;

A Calen® espessada com 6xido de zinco apresentou viabilidade celular e
auséncia de citotoxicidade em todas as dilui¢des estudadas;

O EndoSequence® BC Sealer apresentou citotoxicidade nas diluicbes extremas
e viabilidade celular nas diluicdes intermediarias. Essa viabilidade celular
notada nas concentragBes 1:4, 1:8 e 1:16 provavelmente deve-se as suas
propriedades bioativas.

A pasta Calen® espessada com oxido de zinco foi o material que apresentou 0s
melhores resultados de citotoxicidade, seguida pelo EndoSequence® BC
Sealer, que também apresentou bons valores de viabilidade celular. Ja o
Endomethasone N® apresentou os piores resultados, sendo citotoxico em todas
as diluicdes testadas.
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