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RESUMO

AGUIAR, V. B. Avaliação da citotoxicidade de soluções contendo ciclofosfatos.
2024. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação) - Faculdade de Odontologia,

Universidade Estadual Paulista (UNESP), Araçatuba, 2024.

A perda de tecido causado pela cárie dentária ou por traumas incentivam pesquisas

na área da engenharia tecidual, com biomateriais, na intenção de regenerar a

estrutura e reestabelecer forma e função. Esse estudo avaliou a viabilidade celular

de soluções de trimetafosfato de sódio (TMP), hexametafosfato de sódio (HMP) e

glicerofosfato de cálcio (CaGP). Fibroblastos (NIH/3T3) foram cultivados em DMEM

suplementado com 10% de soro fetal bovino a 37 ºC, 100% de umidade e 5% CO2.

As células foram subsequentemente semeadas em placas de 96 poços (104

células/poço) e incubadas por 24 h. Após, diferentes diluições das soluções de TMP,

HMP e CaGP (10%) foram aplicadas nas células, sendo estas: não diluída, 1/2

diluição, 1/4 diluição, 1/8 diluição, 1/16 diluição, 1/32 diluição, 1/64 diluição e 1/128

diluição. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do brometo de 3- (4,5-

dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio (MTT), após 24 e 48 horas. Os resultados

foram submetidos à ANOVA a dois critérios, seguidos pelo teste de Student-

Newman-Keuls (p<0,05). Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A diluição

1/64 e 1/128 de HMP apresentou maior viabilidade celular quando comparado às

demais diluições (p< 0,05), independentemente do período avaliado. Diferente do

HMP, o TMP mostrou maior viabilidade celular a partir da diluição 1/8

independentemente do período avaliado (p< 0,05). Com relação ao CaGP houve um

aumento da viabilidade celular a partir da diluição 1/8 no período de 24 horas (p<

0,05). Conclui-se que o TMP e o CaGP apresentam menor citotoxicidade em

maiores diluições, podendo ser um composto interessante para o desenvolvimento

de novos biomateriais.

Palavras-chave: fosfatos; fibroblastos; células.



ABSTRACT

AGUIAR, V. B. Evaluation of the cytotoxicity of solutions containing
cyclophophates. 2024. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação) - Faculdade

de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Araçatuba, 2024.

Tissue loss caused by dental caries or trauma encourages research in tissue

engineering with biomaterials, with the intention of regenerating structure and

reestablishing form and function. This study evaluated the cell viability of sodium

trimetaphosphate (TMP), sodium hexametaphosphate (HMP) and calcium

glycerophosphate (CaGP) solutions. Fibroblasts (NIH/3T3) were cultured in DMEM

supplemented with 10% fetal bovine serum at 37°C, 100% humidity and 5% CO2.

Cells were subsequently seeded into 96- well plates (104 cells/well) and incubated for

24 h. Afterwards, different dilutions of TMP, HMP and CaGP solutions (10%) were

applied to the cells, these being: undiluted, 1/2 dilution, 1/4 dilution, 1/8 dilution, 1/16

dilution, 1/32 dilution, 1/64 dilution and 1/128 dilution. Cell viability was evaluated by

the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay after

24 and 48 hours. The results were submitted to two-way ANOVA, followed by the

Student-Newman-Keuls test (p<0.05). All assays were performed in triplicate. The

1/64 and 1/128 dilutions of HMP showed higher cell viability when compared to the

other dilutions (p< 0.05), regardless of the period evaluated. Unlike HMP, TMP

showed greater cell viability from the 1/8 dilution, regardless of the period evaluated

(p< 0.05). Regarding CaGP, there was an increase in cell viability from the 1/8

dilution in the 24-hour period (p< 0.05). It is concluded that TMP and CaGP have

lower cytotoxicity at higher dilutions and may be an interesting compound for the

development of new biomaterials.

Keywords: phosphates; fibroblasts; cells.
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1 INTRODUÇÃO

Atualmente, pode-se observar um declínio na prevalência de cárie dentária no

mundo todo, sendo a utilização de veículos fluoretados uma das principais

justificativas para este padrão (Frencken et al., 2017). Fortes evidências

demonstram o efeito de produtos contendo F sobre o controle desta doença

(Marinho et al. 2015, 2016; Walsh et al., 2019), em especial, dos dentifrícios

fluoretados, sendo este considerado como o melhor método não profissional para o

seu controle, visto que associa a remoção ou desorganização periódica do biofilme

dental com as propriedades cariostáticas do F (Pessan et al., 2006; Tenuta et al.,

2009). Neste sentido, medidas que visem a aumentar os reservatórios iônicos

intrabucais devem estar fundamentadas em estudos que avaliam a capacidade

destes íons em permanecer por um longo período de tempo no biofilme dental.

Dentre as estratégias disponíveis, a suplementação de veículos fluoretados com sais

de fosfato tem sido uma possibilidade para se aumentar a efetividade do F, uma vez

que estes parecem agir como uma barreira parcial aos ácidos bacterianos devido a

sua afinidade com a superfície do esmalte (Camara et al., 2014).

Os fosfatos são geralmente classificados como ciclofosfatos, polifosfatos ou

fosfatos inorgânicos ramificados. Os polifosfatos têm a formula geral M(n + 2)PnO(3n + 1)

com os íons fósforo dispostos em cadeias lineares. Estes fosfatos são nomeados

segundo a quantidade de fósforos, como por exemplo, tripolifosfatos,

tetrapolifosfatos, etc, embora o mono- e di- fosfatos ainda seja chamado de

ortofosfato e pirofosfato, respectivamente. Os ciclofosfatos (chamados de

metafosfatos) tem a composição representada pela fórmula (MPO3)n (Greenfield;

Clift, 1975; Kulaev; Vagabov; Kulakovskaya, 2005). Até a pouco, apenas o

ciclotrifosfato (trimetafosfato de sódio – TMP) e o ciclohexafosfato (hexametafosfato

de sódio - HMP) foram empregados em processos de mineralização (Schröder;

Müller, 1999, Kulaev; Vagabov; Kulakovskaya, 2005).

O trimetafosfato (TMP) é o ciclofosfato mais estudado para aplicações

odontológicas (Manna et al., 2014) devido a sua ação anticárie (Gonzalez, 1971;

Danelon et al., 2013) por intermédio da adsorção do ciclofosfato na superfície do

esmalte dentário (Manarelli et al., 2014), o qual facilita a difusão de cátions para o

esmalte dentário (Delbem et al., 2012). Recente estudo mostrou que o tratamento da
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dentina com TMP leva a precipitação de apatita na superfície e interior dos túbulos

dentinários aumentando o conteúdo mineral da dentina (Favretto et al., 2018). A

utilização de fosfatos deixa a superfície do substrato com maior quantidade de sítios

doadores de elétrons propiciando uma maior adsorção de fosfato de cálcio na

superfície (Neves et al., 2018). A adesão celular também é influenciada pela

interação eletrostática com a superfície dos biomateriais e está relacionada com os

componentes polar da energia livre de superfície já que maiores valores de sítios

doadores de elétrons leva a maior adesão celular (Harnett; Alderman; Wood, 2007).

Também há relatos de estudos in vitro que mostraram que dentifrícios com

concentração reduzida de F suplementados com hexametafosfato de sódio (HMP)

apresentaram efeito semelhante ao de um dentifrício convencional (1100 ppm F)

sobre a desmineralização do esmalte (Camara et al., 2014). Os efeitos da

associação do HMP e F dependem da proporção molar entre estes compostos

(Camara et al., 2015, 2016), de forma que a concentração ideal de HMP a ser

utilizada é de 1% em formulações de dentifrício contendo 1100 ppm F (Camara et al.,

2015, 2016). Quanto aos efeitos sobre o biofilme dental, demonstrou-se que a

associação de 1% de HMP a 1100 ppm de F promoveu a menor retenção de Ca e

maior retenção de F quando comparado ao grupo controle (1100 ppm F), enquanto

os valores para P foram semelhantes entre os tratamentos. Em acréscimo, esta

associação promoveu uma redução significativa na concentração de polissacarídeos

extracelulares comparado ao controle negativo (placebo), porém não diferenciou

estatisticamente do grupo tratado com 1100 ppm F (Camara et al., 2015).

Estudos in vitro e in situ demonstraram ainda, que dentifrícios com

concentração reduzida de F suplementados com glicerofosfato de cálcio (CaGP)

apresentam efeito semelhante à de um dentifrício convencional (1.100 ppm F) sobre

a desmineralização e remineralização do esmalte dental (Amaral et al., 2013; Zaze

et al., 2014a, 2014b). Tais achados foram confirmados em um estudo clínico

randomizado controlado, no qual a progressão de cárie em dentes decíduos foi

semelhante em crianças que utilizaram um dentifrício contendo 500 ppm F e CaGP

em comparação a crianças utilizando uma formulação convencional contendo 1100

ppm F (Freire et al., 2016). Em relação aos efeitos do CaGP sobre o biofilme dental,

estudo in situ observou que este fosfato orgânico com 500 ppm F não aumenta a

concentração de Ca no fluído do biofilme (Nagata et al., 2017) e outro observou que
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não houve diferença entre a composição inorgânica da placa que recebeu CaGP-F e

1100 ppm F (Amaral et al., 2013). Em uma revisão de literatura sobre os efeitos anti-

cárie deste polifosfato concluiu que a elevação dos níveis de Ca na placa é a

explicação mais provável para o potencial anti-cárie do CaGP (Lynch, 2004).

Diante do exposto, os fosfatos supracitados mostram potencializar o efeito

anticárie do fluoreto presente em produtos odontológicos comumente utilizados.

Apesar do estudo in vivo mostrar que a concentração de 10% de TMP e HMP

apresentam toxicidade crônica (Lanigan, 2001) e as concentrações utilizadas nos

estudos seja menor de 10%, é de extrema importância avaliar a citotoxicidade de

soluções a partir destes fosfatos, visto que não há estudos na literatura que avalia a

citotoxicidade dos mesmos sendo que, quando incorporados nos produtos

fluoretados, esses materiais apresentam íntimo contato com os tecidos da cavidade

bucal.
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2 OBJETIVO

O objetivo do estudo foi analisar viabilidade celular de fibroblastos após

exposição de soluções contendo trimetafosfato de sódio (TMP), hexametafosfato de

sódio (HMP) e glicerofosfato de cálcio (CaGP).
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Preparação das soluções

As soluções experimentais à base de hexametafosfato de sódio (HMP),

trimetafosfato de sódio (TMP) e glicerofosfato de cálcio (CaGP) foram produzidas

pela mistura do pó desses materiais com meio de cultura DMEM, ambos pesados e

preparados na proporção de 1:10 pó para água.

3.2 Avaliação da viabilidade celular

As células de fibroblastos da linhagem NIH/3T3 foram cultivados sob

condições de cultura de células padrão em meio de Eagle modificado por Dulbecco

(DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), penicilina e

estreptomicina, a 37 ºC, 100% de umidade, 95% de ar e 5% CO2. As células foram

subsequentemente semeadas em placas de 96 poços (104 células / poço) e

incubadas por 24 h em condições de cultura de células padrão para permitir que as

células aderissem antes de adicionar as soluções. Após, várias diluições das

soluções de TMP, HMP e CaGP (10%) foram aplicadas nas células, sendo: não

diluída, ½ diluição, ¼ diluição, 1/8 diluição, 1/16 diluição, 1/32 diluição, 1/64 diluição e

1/128 diluição. A viabilidade celular será avaliada pelo ensaio do brometo de 3- (4,5-

dimetiltiazol-2-il) - 2,5-difeniltetrazólio (MTT), após 24, 48 horas. Após esses tempos,

foram retirados o meio de cultura e as diluições das soluções de cada poço e

adicionados em cada poço 100μL de solução de MTT (0,5 mg / mL) em DMEM sem

SFB (1:10). A solução de MTT foi removida após 4 horas de incubação, os cristais

de formazan foram dissolvidos em 200 μL de álcool isopropílico. A placa foi deixada

em temperatura ambiente, em uma câmara escura por 30 minutos sob um agitador

rotativo. A absorvância das placas foi avaliada a 570 nm usando um leitor Elisa

(Expert 96, Asys Hitch, Ec Austria).

3.3 Análise Estatística

A análise estatística foi realizada utilizando o software SigmaPlot 12.0 (Systat

Software Inc., San Jose, USA) (p<0,05). O experimento foi realizado em triplicata,
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em três momentos diferentes. A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de

Shapiro - Wilk, seguido por ANOVA bidirecional a dois critérios, seguidos pelo teste

de Student-Newman-Keuls (Software SigmaPlot 12.0, Systat Software Inc., San Jose,

CA, EUA). A análise foi realizada com um nível de significância de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliação da citotoxicidade pelo ensaio MTT

A diluição 1/64 e 1/128 de TMP apresentou maior viabilidade celular quando

comparado às demais diluições (p< 0,05), independentemente do período avaliado.

Diferente do HMP, o TMP mostrou maior viabilidade celular a partir da diluição 1/8

independentemente do período avaliado (p< 0,05). Com relação ao CaGP houve um

aumento da viabilidade celular a partir da diluição 1/8 no período de 24 horas (p<

0,05).

Figura 1 - Viabilidade dos fibroblastos NIH/3T3 determinada por um ensaio MTT
no período de 24 horas

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
Letra maiúscula: comparação entre os materiais e tempo em cada %.
Letra minúscula: comparação entre as porcentagens em cada tempo e material
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Figura 2 - Viabilidade dos fibroblastos NIH/3T3 determinada por um ensaio MTT
no período de 48 horas

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
Letra maiúscula: comparação entre os materiais e tempo em cada %.
Letra minúscula: comparação entre as porcentagens em cada tempo e material.
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5 DISCUSSÃO

O avanço tecnológico tem impulsionado a pesquisa e o desenvolvimento de

novos biomateriais para o tratamento e recuperações de lesões ocasionadas por

traumas e doenças degenerativas (O'Brien, 2011; Haggerty; Oudega, 2013; Zadpoor,

2013). No campo da odontologia, o foco tem sido o combate à doença cárie (Gu et

al., 2010) uma doença relacionada à desmineralização da estrutura dura do dente

(esmalte e dentina). Os ciclofosfatos possuem a capacidade de modificar a

superfície da hidroxiapatita, através de sua adsorção, podendo desta forma, reduzir

a dissolução do esmalte dentário. O presente estudo avaliou a citotoxicidade de três

ciclofosfatos (HMP, TMP e CaGP) mostrando que o TMP e o CaGP apresentaram

menor citotoxicidade em maiores diluições, podendo ser um composto interessante

para o desenvolvimento de novos biomateriais.

Houve uma redução para todos os fosfatos nas primeiras diluições

independente do tempo. O TMP se mostrou menos citotóxico principalmente na

diluição de 1/28, sendo maior no tempo de 48 horas. O HMP foi o fosfato que se

mostrou com maior citotoxicidade em relação aos outros fosfatos, independente do

tempo. O CaGP foi composto que se mostrou menos citotóxico, principalmente no

tempo de 48 horas. Como se trata de soluções, as primeiras diluições são as mais

concentradas e neste estudo foi possível observar uma precipitação dos fosfatos nas

primeiras diluições. Isso pode ter ocasionado morte celular devido a presença do

precipitado no meio ou mesmo pela alta concentração dos fosfatos.

Favretto et al. (2018) mostrou que o tratamento da dentina com TMP leva a

precipitação de apatita na superfície e interior dos túbulos dentinários aumentando o

conteúdo mineral da dentina. A utilização de fosfatos deixa a superfície do substrato

com maior quantidade de sítios doadores de elétrons propiciando uma maior

adsorção de fosfato de cálcio na superfície (Neves et al., 2018). A adesão celular

também é influenciada pela interação eletrostática com a superfície dos biomateriais

e está relacionada com os componentes polar da energia livre de superfície já que

maiores valores de sítios doadores de elétrons leva a maior adesão celular (Harnett;

Alderman; Wood, 2007). Dentre os fosfatos o TMP foi o que se mostrou menos

citotóxico em relação aos outros ciclofosfatos e esse resultado se deve justamente
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pelo seu efeito anti-carie que facilita a difusão de cátions (Delbem et al., 2012) para

o meio induzindo adesão celular.

O HMP apresenta grande afinidade por íons metálicos (Mg2+, Ca2+, K+, Al+,

Fe3+), formando complexos iônicos (Changgen; Yongxin 1983; Choi; Wen; Smith,

1993; Kura; Ohashi; Kura, 1984). Esta propriedade permite que este fosfato se ligue

ao Ca2+ e Mg2+ da parede celular dos microrganismos, aumentando assim a

permeabilidade das células, o que está relacionado à atividade antimicrobiana do

HMP. A capacidade do HMP de formar complexos com cátions, como Ca2+, pode ter

alterado o pH do meio influenciando a atividade metabólica e a viabilidade das

células.

Em uma revisão de literatura sobre os efeitos anti-cárie do CaGP, concluiu

que a elevação dos níveis de Ca na placa é a explicação mais provável para o

potencial anti-cárie do CaGP (Lynch, 2004), ou seja, o CaGP, devido a sua atividade

anti-carie, ele consegue aumentar os níveis de cálcio no meio. Essa maior

quantidade disponível de cálcio, tende a ter um aumento do pH deixando esse meio

mais básico ou alcalino o que pode ter estimulado uma maior proliferação dessas

células de acordo com o tempo.

Apesar dos resultados citotóxicos serem promissores mais estudos ainda se

fazem necessários para melhor avaliar a ação remineralizadora e citotóxica desses

compostos como a utilização de testes mais precisos e amplos avaliando melhor o

composto HMP e também outros componentes.
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6 CONCLUSÃO

Conclui-se que o TMP e o CaGP apresenta menor citotoxicidade em maiores

diluições, podendo ser um composto interessante para o desenvolvimento de novos

biomateriais.
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