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Introducgéo Geral

O uso de materiais na cavidade bucal com finalidade restauradora
data de mais de 2000 anos. Apesar de alguns deles terem sido
desenvolvidos h4 muito tempo e estarem ainda em uso, 0 avanco das
pesquisas nas ultimas décadas tem direcionado a uma preocupac¢ao cada
vez maior ndo s6 com as propriedades mecanicas, mas também com a
biocompatibilidade dos materiais dentéarios.

Biocompatibilidade pode ser definido como a capacidade de um
material exercer fungbes especificas quando aplicado em contato com
tecidos vivos de determinado hospedeiro sem, contudo causar danos ou
prejuizo ao mesmo. Hoje, o estudo da biocompatibilidade envolve néo so
0s aspectos fisicos e bioldgicos dos materiais, mas também os aspectos
do tecido que esta sendo substituido e tecidos adjacentes. Assim, antes
de se inserir um material para substituir um tecido perdido, deve-se
conhecer a estrutura e funcéo deste tecido assim como as propriedades
do material. Neste contexto, a ciéncia dos materiais dentarios vém sendo
gradativamente substituida pela ciéncia dos biomateriais em Odontologia
(STANLEY, 1985).

Apds um preparo cavitério, seja ele decorrente de lesdo de carie
ou nao, é perdida uma certa quantidade de tecido dentinario, o qual deve
ser substituido por um material que devolva a funcdo e a estética ao
elemento dental. Mesmo que um bom selamento tenha sido obtido

através da restauracao, bactérias (principalmente da familia Streptococci)
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(LOVE e JENKINSON, 2002) podem se multiplicar sob a mesma
utilizando como substrato a “smear layer” (BRANNSTROM, 1986), invadir
o complexo dentino-pulpar e liberar toxinas que podem se difundir para a
polpa, resultando em irritacdo e inflamacao, prejudicando o processo de
reparo (COTTON, 1974). Logo, a utilizacdo de um material biocompativel
nao garante, por si sO, 0 sucesso da restauracao.

Visando eliminar de maneira mais eficaz a microbiota patogénica
remanescente apOs preparo cavitario, muitos autores tém procurado
métodos de diferenciacdo da dentina infectada daquela ndo infectada
através do uso de corantes (KIDD et al, 1993, FUSAYAMA, 1979,
BOSTON e LIAO, 2004). Entretanto, Kidd et al (1993), demonstraram que
o uso de um corante evidenciador ndo resulta na deteccdo de todas as
bactérias presentes apdés 0 preparo cavitario. Assim, uma solucéo
plausivel para a eliminacdo destes microrganismos seria 0 uso de um
agente desinfetante, o qual poderia ser aplicado na cavidade antes da
restauracdo (BARATIERI, 1995). Em casos de exposicdo acidental do
tecido pulpar durante um procedimento operatério, algumas solucdes
como agua de hidroxido de calcio, hipoclorito de sodio e peroxido de
hidrogénio ja vém sendo utilizadas com a finalidade de reduzir o nimero
de bactérias viaveis no local, e desta maneira tornar o prognostico mais
favoravel. Porém, todas estas solucdes apresentam efeitos citotdxicos de
variada intensidade para células em cultura (COSTA et al, 2001), podendo

prejudicar o reparo do complexo dentino-pulpar.
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Alguns autores tém proposto o uso de solucbes de clorexidina
(CLX) antes da aplicacao dos sistemas adesivos, com a finalidade de se
reduzir o numero de bactérias viaveis no local (CAUFIELD et al, 1981).
Apesar do uso destas solucbes nao interferir na forca de unido
micromecanica dos sistemas adesivos com o tecido dentinario (CASTRO
et al, 2003), ndo existe na literatura evidéncia cientifica para comprovar
sua biocompatibilidade com o complexo dentino-pulpar.

Por ser um agente antibacteriano de amplo espectro (EMILSON,
1977, BASRANI et al, 2002), sendo efetivo na eliminacdo de bactérias
presentes na lesdo de carie (WICHT et al, 2004), a solucdo de CLX seria
ideal para lavagem de cavidades caso apresentasse biocompatibilidade
aceitavel. Porém, estudos avaliando a citotoxicidade deste agente sobre
fibroblastos de gengiva humana e células da linhagem HeLa demonstram
que concentracdes de CLX superiores a 0,01% podem afetar a viabilidade
destas linhagens celulares (GOLDSCHIMIDT et al, 1977). Existem ainda,
na literatura atual, estudos in vitro utilizando outros tipos de células que
demonstram o efeito citotoxico da CLX (CHANG et al, 2001, HIDALGO e
DOMINGUEZ, 2001). Todavia, pesquisas desenvolvidas com diferentes
modelos podem apresentar resultados variados, mesmo que o agente em
estudo seja 0 mesmo (HENSTEN-PETTERSEN e HELGELAND, 1981).
Assim, por ndo existir nenhum dado avaliando o efeito da CLX sobre
células pulpares, seria importante uma investigacdo tanto da

citotoxicidade in vitro (sobre células de linhagem odontoblastica) quanto
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da biocompatibilidade in vivo deste agente (visto que in vivo existem
outros fatores como a barreira dentinaria e fluido tecidual, que poderiam
diminuir a citotoxicidade) antes que o mesmo seja indicado para 0s

procedimentos clinicos de rotina.

A biocompatibilidade de materiais dentarios utilizados na
restauracdo de cavidades, forramento cavitario ou mesmo como material
de capeamento, também ¢é uma variavel que afeta diretamente o
prognéstico de determinados procedimentos clinicos. A profundidade da
cavidade é um fator que deve ser avaliado antes da escolha do material
restaurador, visto que a resposta pulpar € dependente da mesma
(HEBLING et al, 1999). Principalmente nos casos de cavidades
profundas, a preocupacdo em relacdo a biocompatibilidade do material é

maior, devido a proximidade do mesmo com o tecido pulpar.

Recentemente, alguns estudos in vivo realizados em dentes de
em cédes (GIANTANTZOPOULOU et al, 1994), macacos (TARIM et al,
1998) e mesmo em dentes humanos (COSTA et al, 2003c) demonstraram
que o cimento de ionébmero de vidro VB (3M ESPE, St. Paul, MN, USA) é
biologicamente aceitdvel mesmo quando a espessura de dentina

remanescente é menor que 300um (COSTA et al, 2003c).

Os Cimentos de lonémero de Vidro (CIVs) sdo materiais
constituidos de pé de cristais de fluor-aluminio-silicato de estréncio ou
calcio (base) combinados com copolimeros acidos solaveis em agua

(acido). Este material, desenvolvido em 1969, foi introduzido na
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Odontologia no inicio dos anos 70 (CROLL e NICHOLSON, 2002). Devido
a sua versatilidade, este material ionomérico tem sido intensamente
utilizado na Odontologia para variados procedimentos operatorios, tais
como selamento de féssulas e fissuras, forramento cavitario, cimentagao
de coroas e bandas ortoddnticas, colagem de brackets ortodénticos,
capeamento pulpar indireto e para restauracdo de cavidades dentarias
(BERG, 2002).

No final da década de 80, visando o desenvolvimento de um
material restaurador com propriedades mecéanicas superiores as dos
CIVs, mantendo sua capacidade de liberar e armazenar fldor e outras
caracteristicas interessantes e proprias dos materiais ionoméricos,
pesquisadores adicionaram componentes resinosos aos ClIVs
convencionais. Este novo material foi avaliado quanto as propriedades
mecanicas, as quais se mostraram superiores as dos ClVs convencionais
(MATHIS e FERRACANE, 1989). A partir de entdo, os cimentos de
ionbmero de vidro modificados por resina (CIVMRS) tiveram suas
propriedades fisicas e biolégicas amplamente avaliadas. A principal
diferenca entre os CIVMRs e os CIVs foi a adicdo, no liquido, do
mondmero resinoso 2-hidroxietil-metacrilato  (HEMA), iniciadores e
ativadores sollveis em agua, 0s quais Sao 0s principais componentes
responsaveis pela polimerizacdo do material (WILSON, 1991). Sendo

assim, a matriz dos CIVMRs passou a ser constituida de particulas de
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vidro embebidas em uma matriz de polidcidos e mondmeros
polimerizados.

A adicdo deste componente resinoso ao CIV original levou a um
aumento da sua citotoxicidade (OLIVA et al, 1996). Estudos in vitro e in
vivo tém sugerido que o HEMA puro é altamente citotoxico (HANKS et al,
1991, RATANASATHIEN et al, 1995) e que este mon6mero resinoso
apresenta capacidade de se difundir através dos tubulos dentinarios,
podendo atingir células pulpares (BOUILLAGUET et al, 1996). Também,
tem sido demonstrado que os CIVMRs sdo mais citotoxicos que os CIVs
convencionais, principalmente devido a liberacdo deste monémero e de
outros agentes acidos que compdem este material ionomeérico resinoso
(OLIVA et al, 1996). O efeito citotdéxico superior para os CIVMRs em
relacdo aos CIVs sobre células de linhagem odontoblastica ja foi
demonstrado in vitro (COSTA et al, 2003b).

Porém, como relatado anteriormente, em uma pesquisa realizada
em dentes humanos, apés utilizacdo do CIVMR VB como agente forrador
de cavidades bastante profundas, foi demonstrado que este material é
biocompativel, podendo ser recomendado para esta finalidade clinica
(COSTA et al, 2003c). No caso de exposicdes pulpares, estudo realizado
em dentes de ratos (COSTA et al, 2003a) demonstrou a ocorréncia de
intensa reacdo inflamatoria inicial, a qual regrediu com o decorrer dos
periodos. Aos 60 dias, as polpas dos animais capeadas com o material

ionomérico experimental apresentava reparacdo tecidual completa



18

associada a deposicdo de ampla barreira de tecido duro. Por outro lado,
pesquisa desenvolvida em dentes humanos (NASCIMENTO et al, 2000)
demonstrou que este material ndo é apropriado para procedimentos de
capeamento pulpar direto. Os autores sugeriram que a falta de reparacéo
pulpar possa ter ocorrido devido a elevada solubilidade do material em
meio umido. Este fato pode ter sido responsavel pela intensa liberacao de
componentes toxicos do CIVMR experimental, os quais atingiram areas
profundas da polpa, desencadeando resposta inflamatéria crénica
mediada por macréfagos e células gigantes.

Tendo como base os trabalhos citados e de acordo com as
recomendacdes dos fabricantes, os CIVs e CIVMRs disponiveis no
mercado Odontolégico sao indicados apenas para aplicacdo direta sobre
dentina, a qual é constituida, em volume, por 50% de minerais na forma
de cristais de apatita ricos em carbonato e deficientes de célcio, 30% de
material organico (principalmente colageno tipo-1), e 20% de fluido
semelhante ao plasma (MARSHALL et al, 1997). Devido a presenca do
fluido dentinario nas paredes cavitarias, € de se esperar que apos
aplicacdo de CIV sobre a estrutura imida da dentina, este material possa
sofrer dissolugcdo. Assim, componentes acidos, mondémeros residuais e
outros componentes de baixo peso molecular sollveis em ambiente
umido poderiam ser liberados para se difundir através dos tubulos
dentinarios para alcancar o espaco pulpar. Talvez, com o decorrer do

tempo, esta dissolucdo seja continua. Entdo, maior concentracdo de
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componentes do CIV poderiam se deslocar através da dentina para
causar sérios danos ao tecido pulpar.

Desta maneira, torna-se importante ndo apenas a avaliacdo da
citotoxicidade e biocompatibilidade dos CIVs e CIVMRs contemporaneos,
mas também é de interesse determinar a possibilidade de ocorrer
liberacdo, continua ou ndo, de componentes destes materiais dentarios
amplamente utilizados na Odontologia moderna, quando colocados em
contato com meio aquoso.

Na verdade, um material ideal de capeamento pulpar direto ou
indireto seria aquele que ndo fosse apenas biocompativel com o tecido
pulpar, mas também indutor da atividade secretora das células pulpares
para que ocorresse a sintese e secrecdo de matriz dentinaria para dar
origem a uma nova barreira de tecido duro. Os fatores de crescimento
extraidos da propria dentina ou sintetizados através da técnica do DNA
recombinante parecem ser uma alternativa promissora, visto que diversos
estudos in vitro (IOHARA et al, 2004, SAITO et al, 2004, YOKOSE et al,
2004, HE et al, 2004) e in vivo (SMITH et al, 1994, SMITH et al, 2001,
TZIAFAS et al, 1995, LOVSCHALL et al, 2001, SIX et al, 2002, HU et al,
1998) comprovaram que 0s mesmos possuem atividade bioestimuladora
sobre células pulpares.

Acerca da presenca de fatores de crescimento na matriz dentinaria,
um estudo detalhado investigando a composi¢cdo organica da matriz

dentinéaria foi realizado por Jones e Leaver (1974). Os autores isolaram a
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fracdo ndo colagenosa desta estrutura através da desmineralizacdo com
EDTA seguida por digestdo com colagenase. Em ambos procedimentos
foi realizada dialise para isolamento dos componentes da dentina. As
bandas protéicas foram isoladas através de focalizacdo isoelétrica e
eletroforese em gel e comparadas com um controle utilizando proteinas
ndo colagenosas da matriz 0ssea obtidas da mesma forma. Foram
encontrados aproximadamente 20 componentes na fracdo isolada da
dentina humana, sendo que a distribuicdo das bandas revelou que
existem proteinas distintas nos dois tecidos. Posteriormente, outros
estudos demonstraram que dentre as proteinas presentes na matriz
dentinaria, algumas se apresentavam como membros da familia das
proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs) (BUTLER et al, 1977, KAWAI e
URIST, 1989, URIST, 1965). Foram encontrados ainda outros fatores de
crescimento como Insuline-like growth factor 1 e Il (IGF-1 e IGF-Il) e
transforming growth factor- (TGF-B) (FINKELMANN et al, 1990)

A presenca de fatores de crescimento na composi¢cdo da dentina
levou vérios pesquisadores a investigarem o efeito destas proteinas
bioativas sobre o tecido pulpar (SMITH et al, 1994, SMITH et al, 2001,
TZIAFAS et al, 1995, LOVSCHALL et al, 2001, SIX et al, 2002, HU et al,
1998). Tais estudos demonstraram que os fatores de crescimento, sejam
eles extraidos da dentina de animais (SMITH et al, 1994, SMITH et al,
2001, TZIAFAS et al, 1995), ou sintetizados por meio da técnica de DNA

recombinante (LOVSCHALL et al, 2001, SIX et al, 2002, HU et al, 1998)
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induzem a sintese e secrec¢do de dentina terciaria reacional (SMITH et al,
1994, SMITH et al, 2001) ou reparadora (TZIAFAS et al, 1995,
LOVSCHALL et al, 2001, SIX et al, 2002, HU et al, 1998) quando
utiizados como material de capeamento pulpar indireto ou direto,
respectivamente.

Entretanto, os estudos in vivo nos fornecem apenas a evidéncia de
gue estas proteinas estimulam os odontoblastos a secretarem matriz de
dentina, mas nado evidenciam e esclarecem o mecanismo pelo qual tais
moléculas exercem este efeito. Os trabalhos realizados in vitro permitem
uma investigacdo mais aprofundada dos mecanismos e das vias
metabolicas envolvidas na regulacdo da expressdo génica mediada por
fatores de crescimento ou da resposta das células a estimulos agressores

de origem microbiana (TELLES et al, 2003)

Apesar de Smith et al (1995) terem demonstrado que o estimulo
para a sintese e secrecdo de dentina reacional possa ser proveniente de
componentes teciduais enddgenos liberados da matriz de dentina durante
0 processo patologico, estudos atuais realizados in vitro tém voltado seu
foco de investigacdo para o uso de fatores de crescimento isolados
(IOHARA et al, 2004, SAITO et al, 2004, YOKOSE et al, 2004, HE et al,
2004). Entdo, € importante determinar o efeito do extrato total de
proteinas bioativas extraidas da dentina para que posteriormente sejam

determinados 0os mecanismos de acdo de cada um dos fatores de
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crescimento isolados, a fim de se obter informacgdes gerais ou especificas
sobre os efeitos dos fatores de crescimento sobre os odontoblastos.

Tendo em vista a problemética atual do uso de solucdes de
lavagem de cavidades e materiais restauradores sobre o complexo
dentino-pulpar, a proposta do presente trabalho foi avaliar a citotoxicidade
de diferentes concentracGes de CLX, a citotoxicidade e biocompatibilidade
de diferentes cimentos de ionémero de vidro, e o efeito do concentrado de
proteinas extraidas da dentina de coelhos (ESDP) sobre células de
linhagem odontoblastica.

Desta maneira, estdo apresentados nesta Dissertacdo de
Mestrado, trés artigos cientificos preparados para publicacdo em
periodicos de forte impacto para a area de conhecimento. Os artigos 1 e 3
obedecem as normas do periédico Operative Dentistry (Editor: Dr. Michael
A. Cochran, Operative Dentistry, Indiana University School of Dentistry,
Room S411, 1121 West Michigan Street, Indianapolis, IN 46202-5186;
Fone (317) 278-4800 ; fax (317) 278-4900; e-mail: editor@jopdent.org),
sendo que o artigo 2 segue as recomendacdes do periodico Biomaterials
(Editor: Professor D. F. Wiliams, Biomaterials, University of
Liverpool,Professor of Tissue Engineering and Head of the Department of
Clinical Engineering, Liverpool, L69 3BX, UK. E-mail:

dfiw@liverpool.ac.uk).
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Efeito citotoxico da clorexidina sobre células de linhagem
odontoblastica MDPC-23

Relevancia Clinica

A determinacdo da concentracdo ndo citotoxica de uma solucéo de
clorexidina como um agente para lavagem de cavidades é essencial antes
gue esta solucdo seja recomendada para esta finalidade sem causar

danos as células pulpares.

Resumo

Este estudo in vitro avaliou a citotoxicidade de solugbes de
clorexidina em diferentes concentracdes sobre células imortalizadas de
linhagem odontoblastica. Para esta analise, células da linhagem MDPC-
23 foram cultivadas em placas de acrilico de 24 compartimentos (30.000
células/cm?) e mantidas em atmosfera umedecida contendo 5% de CO, e
95% de ar. Apds 72 horas, o meio de cultura foi aspirado e substituido por
900ul de meio de cultura fresco adicionado de 20ul de solugdes contendo
diferentes concentracdes de clorexidina (0,12%, 0,2% e 1%) ou solucdes
controle negativo (tampao fosfato) e positivo (H2O, 3%). Apés 120
minutos de exposicdo das células as solucdes em teste, foi realizado o
ensaio de MTT para avaliacdo da atividade mitocondrial. As solucdes de

clorexidina reduziram a atividade mitocondrial em 24,85%, 29,93% e
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70,84%, respectivamente, nas concentracdes de 0,12%, 0,2% e 1%.
Assim, foi possivel concluir que as solu¢cdes de clorexidina sao citotoxicas
para as células da linhagem MDPC-23, sendo que esta citotoxicidade é

dose-dependente.

Introducéo

O desenvolvimento de novas estratégias para a terapia pulpar
visando a manutencao da vitalidade do complexo dentino-pulpar tem sido
foco de um grande numero de pesquisadores (Ishizaki & others, 2003;
Tziafas, Smith & Lesot, 2000). Muitos estudos tém demonstrado que a
polpa dental tem uma capacidade inerente de responder a agressoes,
formando barreira mineralizada e em alguns casos dentina tubular (Smith
& others, 1995). Entretanto, varios fatores podem influenciar
negativamente a capacidade de resposta do complexo dentino-pulpar
guando da ocorréncia de uma injuria tecidual, como o material a ser
utilizado ou a contaminagao por microrganismos.

Tém sido descrito que a contaminacgéo bacteriana pode prejudicar ou
mesmo impedir 0 processo de reparacao do tecido pulpar agredido (Watts
& Paterson, 1987). Deste modo, a infec¢do bacteriana € uma variavel
importante que interfere negativamente na reparacdo pulpar. Um estudo
realizado por Cotton (1974), demonstrou que quando capeadas com um
determinado material dentario, polpas infectadas apresentam resposta

tecidual mais intensa do que o tecido pulpar livre de contaminacao
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bacteriana. Um grupo relativamente pequeno e seleto de bactérias
presentes nas lesdes de céarie tém a capacidade de se difundir através
dos tubulos dentinérios para alcancar o espaco pulpar, e entdo causar
intensa resposta inflamatoria tecidual (Love & Jenkinson, 2002).

Mesmo apo6s a remocdao clinica de todo o tecido cariado, ocorre a
formacdo, sobre as paredes cavitarias, de uma camada heterogénea
composta por restos de estrutura do esmalte cortado, debris de dentina,
agua, parte de prolongamentos citoplasmaticos e outros. Nesta situacao
clinica, é evidente que bactérias residuais também passam a compor esta
camada residual superficial denominada de “smear layer”, a qual tem a
capacidade de penetrar no interior dos tubulos dentinarios para originar 0s
“smear plugs”. Nestes locais, 0s microrganismos podem se dividir e
preencher o espaco intratubular (Meiers & Kresin, 1996), dando
continuidade ao processo de evolucao da carie. Por este motivo, tanto em
casos de exposicao pulpar quanto em cavidades preparadas removendo-
se o tecido cariado, seria importante a lavagem do local com solucdes
antibacterianas, para eliminar, ou pelo menos reduzir, a quantidade de
microrganismos viaveis. Nos casos de exposicdo pulpar, algumas
solugcbes como agua de hidroxido de calcio, hipoclorito de sodio e
peréxido de hidrogénio sdo utilizadas com esta finalidade, mas todas
estas solucbes apresentam efeitos citotoxicos, de variada intensidade,

para células em cultura (Costa & others, 2001).
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Para prevenir que bactérias viaveis permanecam sobre a “smear
layer” e dentina afetada por carie, e com o objetivo de evitar que estes
microrganismos possam se difundir através dos tubulos dentinarios,
algumas solucdes desinfetantes com baixo efeito citotoxico poderiam ser
utilizadas para lavagem das paredes cavitarias antes de se realizar a
restauracdo. Por ser um agente antibacteriano de amplo espectro
(Emilson, 1977; Basrani & others, 2002) e apresentar efetividade contra
uma vasta gama de microrganismos presentes nas lesdes de carie
(Cervone & others, 1990), a clorexidina (CLX) parece ser uma substancia
guimica adequada para ser aplicada apds preparo cavitario para prevenir
a proliferacdo bacteriana sob as restauracdes. Um estudo in vitro
utilizando CLX demonstrou que este medicamento é efetivo na reducéo
dos niveis de Streptococcus mutans em superficies radiculares cariadas
expostas (Fure & Emilson, 1990). Vale lembrar que bactérias da familia
Streptococci sdo as mais comumente encontradas invadindo o complexo
dentina-polpa (Love & Jenkinson, 2002).

Além da propriedade antimicrobiana, pesquisas tém demonstrado
que a solucdo de CLX pode ser utilizada para lavagem de cavidades
antes de restauracdes de resina sem afetar as propriedades de unido
micromecanica dos sistemas adesivos com o tecido dentinario (Meiers &
Kresin, 1996; de Castro & others, 2003). Entretanto, a difusdo da CLX
através dos tubulos de dentina e seus efeitos citotoxicos quando em

contato com as células pulpares sdo desconhecidos.
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Assim, se torna importante determinar os efeitos citotoxicos,
mesmo que preliminares, da CLX guando em contato com células de
linhagem odontoblastica. Para determinar a citotoxicidade de solucdes
recomendadas para lavagem de exposi¢cdes pulpares (Costa & others,
2001) e de materiais solidos, como resinas compostas (Costa & others,
2003a) e cimentos ionoméricos (Costa & others, 2003b) a técnica de MTT
(Mosmann, 1983) tem sido a mais amplamente utilizada.

Portanto, a utilizacdo da técnica de MTT podera determinar os
possiveis efeitos citotoxicos de diferentes concentracbes de CLX quando
aplicadas sobre células de linhagem odontoblastica cultivadas. Os
resultados a serem obtidos poderéo direcionar o desenvolvimento de uma
determinada solucdo que possa atender as variadas propriedades de uma
solucéo de lavagem ideal. Sendo assim, 0 objetivo da presente pesquisa
foi avaliar a citotoxicidade de solugcbes de CLX em diferentes

concentracdes, determinando se o efeito citotoxico € dose-dependente.

Material e métodos

Manutencédo das células MDPC-23 em cultura.

Células odontoblastoides da linhagem MDPC-23 foram cultivadas
em garrafas plasticas de 75 cm? (Costar Corp., Cambridge, MA, USA) em
meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Media (DMEM, SIGMA

Chemical Co., St. Louis, MO, USA) contendo 10% de soro fetal bovino
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(SFB, Cultilab, Campinas, SP), 100 IU/mL e 100 ug/mL, respectivamente,
de penicilina e estreptomicina, e 2 mmol/L de glutamina (GIBCO, Grand
Island, NY, USA) em incubadora com atmosfera umedecida contendo CO»
a 5% e na temperatura de 37°C, sendo subcultivadas a cada 3 dias até o
dia do experimento. O subcultivo foi obtido a partir do deslocamento das
células das garrafas de 75cm? (solucdo salina tamponada com fosfato -
PBS1X + EDTA 0,01M - 2 minutos a 37°C) e repique destas células para
uma nova garrafa plastica contendo o meio de cultura DMEM completo.
Este procedimento foi realizado até que se obtivesse o niumero de células
suficiente para a realizacdo do experimento.
Células da linhagem MDPC-23 foram suspensas em DMEM contendo

10% de soro fetal bovino e distribuidas em placas de plastico esterilizadas
com 24 compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA, USA) na densidade
de 3x10* células/cm? e incubadas por 72 horas em uma atmosfera
umedecida contendo 5% de CO, e na temperatura de 37°C. Apos este
periodo, o meio de cultura foi aspirado e uma nova solugéo foi aplicada em
cada compartimento. Esta solugdo era composta por 980uL de meio de
cultura contendo 10% de SFB e 20uL de CLX em diferentes concentragoes.
A seguinte divisdo de grupos foi obedecida: G1 - (PBS1X, controle
negativo); G2 — CLX 0,12%; G3 — CLX 0,2%; e G4 — CLX 1% e G5 — H,0,
3% (controle positivo).

Apés 120 minutos de exposicdo das células as diferentes

concentragcdes de CLX, e das solugbes controle, estas foram aspiradas e
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substituidas em cada compartimento por 900ul de meio de cultura completo
contendo 10% de soro fetal bovino e 100ul de solugédo de MTT (5mg/ml em
PBS1X). As células foram incubadas em contato com esta nova solucéo pelo
periodo de 4 horas na temperatura de 37°C. Em seguida, o meio de cultura
contendo a solugcdo de MTT foi removido e foram adicionados 700ul da
solucéo de isopropanol acidificado (0,04N de HCI). A viabilidade celular foi
avaliada de maneira proporcional a absorbancia determinada a 570nm em
leitor de ELISA (ELX 800 - Universal Microplate Reader- BIOTEK
Instruments, ICC, USA). Os resultados numéricos obtidos foram submetidos

a analise estatistica de Kruskal-Wallis complementada pelo Teste de Dunn.

Resultados

Devido a nédo distribuicAo normal dos valores de metabolismo
celular (Kolmogorov - Smirnov, p<0.05) testes ndo paramétricos (Kruskal-
Walllis e Método de Dunn) foram aplicados.

O método de Kruskal Wallis aplicado para a comparacao entre 0s
grupos demonstrou haver diferenca estatisticamente significante entre
eles (p<0,001). Estas diferencas foram identificadas comparando-se o0s

grupos dois a dois através da aplicacdo do Método de Dunn.
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Desta maneira, foi demonstrado ndo haver diferenca
estatisticamente significante entre os grupos CLX 1% e H,0, 3% (controle
positivo). Entretanto, houve diferenca estatisticamente significante
(p<0,05) entre estes dois grupos e os grupos CLX 0,12% e CLX 0,2%, os
quais se mostraram estatisticamente iguais entre si, porém
estatisticamente diferentes do controle negativo PBS1X (p<0,05). O
ranking de citotoxicidade para todas as concentracfes de CLX avaliadas
guando comparadas as solucdes controle, em ordem decrescente, foi:
H,O, 3% = CLX 1% > CLX 0,2% = CLX 0,12% > PBS1X. O experimento
de MTT revelou um efeito dose-dependente das solucbes de CLX
avaliadas. A reducao no metabolismo celular para os grupos CLX 0,12%;
CLX 0,2%; e CLX 1% foi 24,85%; 29,93%; e 70,84%, respectivamente,
sendo que o grupo tratado com H,O, 3% apresentou reducdo de 86,61%
no metabolismo das células MDPC-23. O grafico de barras representativo

do experimento de MTT esta demonstrado na figura 1.
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Figura 1. Grafico de barras representativo das médias de metabolismo
celular (MTT) para a linhagem MDPC-23, observadas para os grupos
experimentais (barra = DP). Colunas com letras diferentes significam
médias estatisticamente diferentes (Método de Dunn).

Discussao

A clorexidina € uma bisbiguanida catibnica com propriedades
bacteriostatica (em baixas concentracdes) e bactericida (em altas
concentragcbes) contra uma vasta gama de microrganismos (Emilson,
1977). A aplicacao clinica da CLX como agente antiplaca e antigengivite
amplamente aceita (Matthigs & Adriaens, 2002). Atualmente, este agente
tem sido utilizado como desinfetante de paredes cavitarias, o qual é
aplicado antes de se realizar restauracfes com resina composta, nao
afetando na forca de adesdo (de Castro & others, 2003). Entretanto,
varios estudos sugerem que a CLX afeta a proliferacdo e viabilidade

celular. Mesmo em baixas concentracdes, CLX é toxica quando em
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contato com células eucaridticas (Goldshmidt & others, 1977). Estes
autores demonstraram que fibroblastos de gengiva humana em cultura e
células da linhagem HelLa sao afetadas por diferentes concentracdes de
CLX, tais como 0,01% ou superiores. A exposicdo destas células a este
agente a 0,01% aumentou a liberacdo de °'Cr, como verificado no
experimento de liberacdo de cromo em 87% e 67% para fibroblastos
gengivais e Hela, respectivamente. Este dado confirma a alta
citotoxicidade da CLX.

Recentemente, outro estudo in vitro (Chang & ohers, 2001)
utilizando células do ligamento periodontal humano avaliou a viabilidade
celular apds exposicdo das mesmas a concentragdes de CLX variando de
0,0001% a 0,1%. Foi confirmado que este agente, na concentracdo de
0,0001%, diminuiu em 25% a atividade mitocondrial ap6s 2 horas de
exposicao. No grupo tratado com CLX a 0,125%, a atividade mitocondrial
foi quase que completamente inibida. Na presente investigacdo, as
células da linhagem MDPC-23 em cultura foram expostas a baixas
concentracfes de CLX. Nos grupos 1, 2 e 3, apos a diluicdo do agente
experimental no meio de cultura, a concentracédo final foi de 0,0024%,
0,004% e 0,02%, respectivamente. A reducdo na atividade mitocondrial
apos 2 horas de exposicdo na concentracdo final de 0,0024% (CLX
0,12%) foi de 24,85%. Quando confrontamos nossos dados com aqueles
obtidos por Chang & others (2001), em que houve uma reducdo na

atividade mitocondrial de 25% apdés exposicao das células do ligamento
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periodontal & CLX na concentacdo de 0,0001%, podemos especular que
tais células sdo mais sensiveis em relacdo as células MDPC-23. Apesar
do mesmo ensaio e tempo de exposicado terem sido utilizados nos dois
estudos, a exposicdo das células ao agente foi realizada 24 horas apés o
subcultivo das células do ligamento periodontal, o que caracteriza uma
densidade celular baixa. Na presente pesquisa, as células MDPC-23
foram expostas as concentracdes experimentais de CLX 72 horas apos o
subcultivo, quando as células jA estavam em confluéncia, as quais
apresentam a taxa de mitose menor que as células em baixa densidade.
Desta forma, podemos especular que as células sdo mais sensiveis a
CLX durante a fase de proliferacdo rapida. Entretanto, este dado deve ser
investigado em estudos posteriores.

Hidalgo e Dominguez (2001) investigaram os efeitos citotoxicos da
CLX utilizando trés diferentes métodos visando a elucidacdo do
mecanismo pelo qual a CLX pode causar alteracbes bioquimicas nos
fibroblastos epiteliais humanos. Os autores sugeriram que a inibicdo do
crescimento celular € devida a reducdo na atividade da desidrogenase
succinica e da sintese de DNA. Talvez, a inibicdo da sintese de DNA
possa ser um fator que explique a maior citotoxicidade das solucbes de
CLX quando aplicadas sobre células em densidade baixa.

Acerca da aplicacdo de CLX como desinfetante cavitario, deve ser
considerado que a dentina € uma barreira que protege as ceélulas

pulpares, particularmente os odontoblastos, contra os efeitos toxicos de
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materiais e solucdes. J4 € bem estabelecido na literatura que a barreira
dentinaria € um fator importante que faz com que os resultados obtidos de
experimentos in vitro ndo possam ser extrapolados para as condicdes
clinicas. Nao existem dados cientificos que determinem a capacidade de
difusdo da CLX através dos tubulos dentinarios atualmente na literatura.
Entretanto, pode-se sugerir que a concentracdo das solucdes de CLX que
porventura possam alcancar o espaco pulpar seja menor que aquela
aplicada nas paredes cavitarias. A difusdo dos componentes dos
materiais dentarios parece depender da profundidade da cavidade (Costa
& others, 2003c). Estudos in vivo realizados em dentes humanos
demonstraram relacéo direta entre a biocompatibilidade e a espessura de
dentina remanescente (Costa & others, 2003c). Consequentemente, a
determinacdo da concentracdo nao citotdéxica da solucdo desinfetante, a
qual mantém a propriedade antibacteriana prevenindo a injuria a polpa,
mesmo em cavidades profundas, deve ser determinada para que sua
recomendacdo como solucdo de lavagem apropriada seja baseada em
evidéncias cientificas. Os resultados da presente pesquisa demonstraram
que as concentracdes de 0.0024% e 0,004% causaram baixos efeitos
citotoxicos. Neste caso, se estas concentracdes ainda apresentarem
atividade antibacteriana e nao interferirem na resisténcia de unido, pode-
se sugerir que futuras investigacdes sejam realizadas para se determinar
a solucdo ideal de lavagem da estrutura dentinaria para diferentes

procedimentos clinicos onde este tecido tubular especializado € exposto.
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Conclusao

Baseado nas condi¢cbes experimentais utilizadas, pode-se concluir
gue as solugdes de CLX na concentracao de 0,12% e 0,2% apresentaram
baixo efeito citotéxico quando aplicadas sobre células de linhagem
odontoblastica MDPC-23. Todavia, CLX 1% causou intenso efeito
citotdxico, comparavel ao grupo controle positivo. Isto determinou que o

efeito citotoxico da CLX sobre células MDPC-23 ¢é dose-dependente.
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Citotoxicidade in vitro e biocompatibilidade in vivo de

diferentes cimentos de iondmero de vidro

Resumo

Este estudo teve a finalidade de avaliar a citotoxicidade in vitro e a
biocompatibilidade in vivo de diferentes cimentos de iondmero de vidro
modificados por resina. Para a avaliagdo in vitro, células da linhagem
MDPC-23 foram cultivadas em placas de acrilico de 24 compartimentos
(30.000 células/cm?®) em meio de cultura DMEM completo. Corpos-de-
prova preparados com 0s seguintes materiais: Vitrebond (VB); Vitremer
(VM); e RelyX Luting Cement (RX) com dimensdes padronizadas foram
mantido por 24, 48 e 72 horas em 1,1mL de meio de cultura sem soro
fetal bovino. Apos 72 horas, o meio de cultura das placas contendo as
células foi aspirado e subtituido por 1 ml do meio de cultura condicionado
com 0s materiais experimentais (eluato). Apds 24 horas de contato das
células com o eluato, o metabolismo celular foi avaliado pelo teste de
MTT. Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica de
Kruskal-Wallis, complementada pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05).
Para o estudo in vivo, tubos de polietileno preenchidos com os materiais
experimentais foram implantados no tecido conjuntivo subcutaneo de
ratos. Os seguintes eventos histoldgicos: 1) espessura da capsula fibrosa;
2) reacao inflamatoria; e 3) presenca de macréfagos e células gigantes

foram avaliados em microscopia de luz. Os resultados do teste in vitro
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demonstraram que, para o grupo VB, houve reducdo da atividade
mitocondrial de cerca de 85% para todos os periodos. VM e RX (24 horas
de exposicao) provocaram reducdo na atividade mitocondrial de 25,2% e
21,2%, respectivamente. Para o periodo de 48 horas, houve reducéo de
37,5% e 31,5% para VM e RX, respectivamente, resultados que se
mostraram estatisticamente iguais para o periodo de 72 horas, para
ambos materiais. O estudo in vivo ndo detectou diferenca entre os
materiais em relacdo aos parametros avaliados e demonstrou que todos
sdo biocompativeis. Conclui-se que os diferentes materiais sdo citotoxicos
em diferentes intensidades para as células MDPC-23 em cultura, sendo
esta citotoxicidade € maior quanto maior o periodo de exposicdo dos
mesmos ao meio de cultura. Conclui-se também que estes materiais séo
biocompativeis quando implantados no tecido conjuntivo subcutaneo de

ratos.

1. Introducéo

Os cimentos de ionébmero de vidro (CIVs) sdo materiais dentarios
bastante utilizados para uma vasta gama de aplicacdes clinicas [1]. Esta
popularidade é devida ao fato de que os CIVs reunem uma série de
interessantes propriedades, as quais sdo requeridas para um material
restaurador ideal, tais como: liberagdo de fluor [2]; coeficiente de
expansao térmica similar ao da dentina [3]; adesao ao esmalte e a dentina

[4]; e biocompatibilidade [5, 6]. Apesar destas vantagens, os CIVs
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convencionais possuem deficiéncias como materiais restauradores,
devido a sua susceptibilidade a desidratacéo [7] e propriedades fisicas e
mecanicas limitadas, tais como alta solubilidade [8] e extenso tempo de
presa [9, 10].

Visando melhorar as propriedades fisicas e mecanicas dos CIVs e
facilitar a aplicacdo clinica destes materiais, monémeros hidrofilicos e
foto-iniciadores foram adicionados ao acido poli(acrilico) e ao pé de vidro,
dando origem aos cimentos de iondmero de vidro modificados por resina
(CIVMRs) [11]. Os componentes resinosos, foto-iniciadores e agentes
inorganicos bem como suas composi¢cdes variam entre os CIVMRs
existentes no mercado atualmente [12, 13].

A adicdo de componentes resinosos melhorou o tempo de trabalho
e de presa e aperfeicoaram as propriedades fisicas e mecanicas destes
novos materiais [14, 15]. Entretanto, varios estudos in vitro demonstraram
que os CIVMRs apresentam efeitos citotoxicos superiores aos CIVs
convencionais [16, 17]. Esta alta citotoxicidade dos CIVMRs parece ser
decorrente de componentes resinosos incorporados aos materiais, tal
como o 2-hidroxietil-metacrilato (HEMA), o qual € o componente resinoso
mais comumente adicionado na composi¢ao da maioria dos CIVMRs [11].

Estudos prévios realizados in vitro também demonstraram que o
HEMA pode se difundir através dos tubulos dentinarios [18] e causar altos
efeitos citotoxicos [19, 20]. Consequentemente, € de se esperar que 0S

CIVMRs devam causar reacéo inflamatoria severa quando aplicados em
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contato com tecido conjuntivo. Entretanto, estudos in vivo realizados em
cdes [21], primatas [22, 23] e mesmo em dentes humanos [5]
demonstraram que os CIVMRs sdo biologicamente aceitaveis. Os
resultados contraditorios obtidos em estudos in vivo e in vitro ja foram
anteriormente demonstrados e discutidos na literatura [24, 25]

Assim, o0 objetivo da presente pesquisa foi avaliar os efeitos
citotoxicos de diferentes CIVMRs aplicados sobre células
odontoblastéides da linhagem MDPC-23 e a biocompatibilidade destes

materiais implantados em tecido conjuntivo subcutaneo de ratos.

2. Material e Métodos

2.1. Ensaio de MTT

Trés cimentos de ionébmero de vidro modificados por resina:
Vitremer (VM); Vitrebond (VB); e RelyX Luting Cement (RX) (3M ESPE,
St. Paul, MN, USA), foram investigados neste estudo. A composi¢cao dos
materiais bem como sua propor¢cdo po-liquido em peso estédo

demonstrados na Tabela 1.



Tabela 1. Composi¢do dos materiais e proporcao poé-liquido em peso.

VY EWEE

Composicéo

Proporcgéo po-

liquido

Vitremer
3M ESPE, St. Paul,
MN, USA

P&: P6 de vidro; cloreto de |

difenil-iodineo.

Liquido: alcool etilico 35-
45%; copolimero de acido
itaconico e acrilico 10-15%;
2-hidroxietil-metacrilato 45-
55%.

(peso/peso)

2,51

Vitrebond
3M ESPE, St. Paul,
MN, USA

P6: po de vidro (O, SrO,
criolyte, NH,F, MgO, P;0);
2% cloreto de difenil-iodineo.

Liguido: agua 30-40%;
copolimero de acido itacdnico
e acrilico 35-45%; 2-
hidroxietil-metacrilato 20-
30%.

1,4/1

RelyX Luting
Cement
3M ESPE, St. Paul,
MN, USA

P6: po de fluoraluminio-
silicato; &cido ascorbico;
persulfato de potassio;
agente opacificante.

Liguido: agua 30-40%;
copolimero de &cido itaconico

1,6/1

e acrilico 30-40%; 2-
hidroxietil-metacrilato 25-
35%.

Trinta corpos-de-prova de cada material experimental (2mm de
espessura por 4 mm de diametro) foram preparados utilizando-se uma
matriz metalica bipartida. Os materiais foram manipulados de acordo com
as recomendacbes do fabricante, incluindo a proporcdo pé-liquido (em
peso) e inseridos na matriz metalica. Os espécimes dos materiais VM e
VB foram fotoativados utilizando uma fonte de luz halégena (Curing Light

XL3000, 3M ESPE, St. Paul, MN, USA) por 30 segundos. A intensidade
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de luz (410 mW/cm?) foi monitorada por um radiémetro (Optilux 500,
Demetron/Kerr, Danbury, CT, USA). Os corpos-de-prova do material RX
foram mantidos em incubadora a 37°C por 10 minutos.

Imediatamente ap0s a presa, os espécimes foram removidos da
matriz e transferidos para uma placa de 24 compartimentos (Costar Corp.,
Cambridge, MA, USA), onde cada compartimento continha 1,1mL de meio
de cultura sem soro fetal bovino (MC-SFB). Entdo, as placas foram
colocadas em incubadora a 37°C, onde permaneceram pelos periodos de
24, 48 ou 72 horas (10 espécimes por periodo). Os corpos-de-prova que
permaneceram em contato com o MC-SFB pelos periodos determinados
caracterizaram os eluatos utilizados para a analise de citotoxicidade.

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade dos CIVMRs, células da
linhagem MDPC-23 foram cultivadas (30,000 células/cm?) em placas de
acrilico de 24 compartimentos contendo 1mL de meio de cultura. O meio
de cultura completo utilizado foi o DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium — SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA) contendo 10% de
soro fetal bovino suplementado com penicilina, estreptomicina e glutamina
(GIBCO, Grand Island, NY, USA). As células foram mantidas por 72 horas
em incubadora a 37°C contendo 5% de CO, e 95% de ar. Apos
incubacédo, o meio de cultura foi removido e substituido por 1mL do meio
contendo os eluatos obtidos dos corpos-de-prova. As placas contendo os

eluatos em contato com as células MDPC-23 foram entdo incubadas por
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mais 24h na temperatura de 37°C. Meio de cultura DMEM puro (sem
SFB), foi utilizado como grupo controle negativo.

O metabolismo celular foi avaliado através da atividade da
desidrogenase succinica, que reflete a respiracdo mitocondrial. Para este
propésito, o teste de MTT foi utilizado. Os procedimentos detalhados
deste teste foram anteriormente descritos por Mosmann [26].

Os dados obtidos do teste de MTT foram submetidos a analise
estatistica de Kruskal-Wallis, complementada pelo teste de Mann-
Whitney. Todos os testes foram considerados em um nivel de

significancia de 5%.

2.2. Implante no tecido subcutaneo de ratos.

Cinquenta e quatro tubos de polietieno (10mm de
comprimento/1,5mm de didmetro interno) preenchidos com os materiais
experimentais foram implantados no tecido conjuntivo subcutaneo da
regido dorsal de 27 ratos adultos machos (Rattus novergicus, Holtzman)
pesando entre 230 e 260g. Os animais foram anestesiados com
thionembutal (Tiopental — Abbott, 0,1mL para cada 100g de peso do
animal) e imobilizados em mesa cirargica. Tricotomia foi realizada na
regido dorsal do animal, sendo que a éarea foi desinfetada com solucéo
contendo 5% de iodo em 95% de alcool e 5 % de éter em alcool 70%.
Pequena incisdo central foi realizada e duas lojas cirurgicas laterais foram

cuidadosamente preparadas com profundidade de aproximadamente
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18mm. Os tubos de polietiieno foram desinfetados com alcool 70%,
lavados com &gua destilada esterilizada, autoclavados e entéo
preenchidos com os materiais experimentais: Grupo 1 — RelyX Luting
Cement (RX - 3M ESPE, St Paul, MN, USA); Grupo 2 — Vitremer (VM - 3M
ESPE, St Paul, MN, USA); e Grupo 3 — Vitrebond (VB - 3M ESPE, St
Paul, MN, USA). VM e VB foram fotoativados (Curing Light XL3000, 3M
ESPE, St. Paul, MN, USA) de acordo com as recomendacdes do
fabricante e RX foi mantido ndo exposto a qualquer tipo de luz, na
temperatura de 37°C, durante o periodo de 10 minutos. A intensidade de
luz (410mW/cm?) foi monitorada antes de cada procedimento utilizando-se
um radiébmetro (Optilux 500, Demetron/Kerr, Danbury, CT, USA). Sob
condicbes assépticas, os tubos foram imediatamente implantados.
Finalmente, as incisdes foram suturadas e os animais mantidos em
gaiolas separadas com dieta regular e agua ad libitum. Os animais foram
sacrificados apos 7, 30 e 90 dias. Bidpsias dos implantes foram realizadas
sendo que as pecas cirdrgicas foram imersas em solucédo fixadora de
Karnovsky em pH 7,2. ApoOs fixacdo por 48 horas, os tecidos foram
incluidos, a vacuo, em parafina. Cortes seriados com 6um de espessura
foram obtidos, corados com hematoxilina e eosina e avaliados em
microscopia de luz (Carl Zeiss, 62744, Oberkédchen, Germany). Os
materiais experimentais e numero de tubos implantados estédo

demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2. Relagdo entre o nimero de implantes, materiais experimentais e
periodos de avaliacéo.

- Periodos
Materiais 7 dias 30 dias 90 dias
RelyX - G1 6 6 6
Vitremer - G2 6 6 6
Vitrebond - G3 6 6 6
Total 18 18 18
Total de implantes 54

As seguintes reacbes teciduais: 1) resposta inflamatoria; 2)
espessura da capsula fibrosa adjacente ao material implantado; e 3)
presenca de macréfagos e células gigantes foram avaliadas. O evento
histologico “reacao inflamatoria” foi classificado como: (1) ausente; (2)
discreta; (3) moderada; e (4) intensa, de acordo com o numero de células
inflamatorias presentes adjacentes ao material experimental. Para medir a
resposta inflamatoria, cinco regides foram observadas em cada lamina. A
“espessura da capsula fibrosa” foi medida para cada grupo experimental
utilizando microscopio de luz (Diastar; Cambridge Instruments, Buffalo,
NY) adaptado a uma camera de video (DXC-107A/107P; Sony
Electronics, Inc., Tokyo, Japan) e a um microcomputador e software
(Mocha, Jandel Scientific, San Rafael, CA). As céapsulas fibrosas com
espessura menor que 150 um foram classificadas como (1) delgadas. Por
outro lado, capsulas fibrosas com mais de 150 um foram classificadas

como (2) espessas. A presenca de “macréfagos e células gigantes” foi
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classificada como (1) ausente; (2) discreta; e (3) moderada, de acordo
com o numero destas células especificas adjacentes aos materiais,
indicando reacdo persistente do tecido conjuntivo. Os materiais
experimentais foram classificados como biocompativeis se a intensidade
da reacdo do conjuntivo regredisse com o tempo. Assim, para ser
considerado biocompativel, aos 90 dias o tecido conjuntivo adjacente ao
material deveria apresentar capsula fibrosa delgada, bem como auséncia
de reacéo inflamatdria e/ou células gigantes e macrofagos. Por outro lado,
o material ndo era considerado biocompativel quando reacéo inflamatéria
persistente ocorresse, relacionada com a presenca de macréfagos e/ou

células gigantes e presenca de capsula fibrosa espessa.

3. Resultados

3.1. Ensaio de MTT

Tanto o tempo de permanéncia dos corpos-de-prova em contato
com o meio de cultura quanto as prOprias caracteristicas dos materiais
experimentais influenciaram o0 metabolismo celular, o qual foi
representado pela taxa de respiracdo mitocondrial. Os eluatos obtidos
apos 24 horas de contato do material com o MC-SFB foram menos
citotoxicos do que aqueles obtidos ap6s 48 e 72 horas. VB demonstrou
maior citotoxicidade, reduzindo a atividade mitocondrial em 85%; 83%; e

89% apos os periodos de 24; 48; e 72 horas, respectivamente. Os efeitos
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citotoxicos de VM e RX ndo foram estatisticamente diferentes (p<0,05)
para o tempo de eluicdo de 24 horas. Entretanto, VM foi mais citotoxico
apos 48 e 72 horas (p<0,05). Apesar destes materiais terem sido menos
citotoxicos que VB, ambos reduziram o metabolismo celular quando
comparados com o grupo controle (DMEM). A figura 1 demonstra a
atividade de desidrogenase succinica das células MDPC-23 apo6s 24
horas de contato com os eluatos obtidos apds 24, 48 e 72 horas de

contado dos corpos-de-prova com o meio de cultura.
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Figura 1: Metabolismo celular para os materiais testados apos 24 horas de
contato com os eluatos obtidos apos 24, 48 e 72 horas. Barras com letras

iguais ndo sao estatisticamente diferentes (Mann-Whitney, p<0,05).
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3.2. Implantacgdo no tecido subcutaneo de ratos

A relacdo entre os periodos de avaliacdo e a reacdo do tecido

conjuntivo estdo demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3. Escores detereminados para todos o0s eventos histolégicos
encontrados de acordo com os grupos experimentais e periodos de avaliacao..

7 dias 7 dias 7 dias 30 dias 30 dias 30 dias 90 dias 90 dias 90 dias
Reaga9 . Grupol Grupo2 Grupo3 Grupol Grupo2 Grupo3 Grupol Grupo2  Grupo 3
Inflamatdria NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Ausente 0 0 0 0 0 0 3 3 3
Discreta 0 1 2 3 4 3 2 3 2
Moderada 5 4 3 3 2 3 1 0 1
Intensa 1 1 1 0 0 0 0 0 0
Cépsula
Fibrosa Grupol Grupo2 Grupo3 Grupol Grupo2 Grupo3 Grupol Grupo2  Grupo3
NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Delgada 0 0 0 2 3 3 5 5 4
Espessa 6 6 6 4 3 3 1 1 2
Macrofagos/
Células Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 1 Grupo2  Grupo 3 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Gigantes NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Ausente 0 0 0 1 2 1 5 5 4
Discreta 4 5 5 4 4 4 1 1 2
Moderada 2 1 1 1 0 1 0 0 0

NA — NUumero de amostras.

7dias: Eventos histologicos semelhantes para a presenca de macrofagos
e espessura da capsula fibrosa foram observados para todos 0s grupos
experimentais. A maioria dos espécimes apresentaram capsula fibrosa
espessa adjacente a abertura do tubo. Nestes espécimes, moderada
presenca de macrofagos adjacente aos materiais implantados foi
observada. Entretanto, nos grupos 1, 2 e 3 ocorreu reacdo inflamatéria
moderada em 5, 4 e 3 espécimes, respectivamente. A resposta

inflamatdria mediada por células mononucleares foi também caracterizada
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pela presenca de vasos sanguineos dilatados e congestos, edema local e
areas de degradacédo de colageno. Apenas um espécime de cada grupo

experimental exibiu resposta inflamatéria severa.

30 dias: Para os grupos 1, 2 e 3, resposta inflamatéria moderada foi
observada em 3, 4 e 3 espécimes, respectivamente. A maioria destes
espécimes exibia capsula fibrosa delgada, com poucos macrofagos
adjacentes ao local do implante. Naqueles espécimes em que ocorreu
resposta inflamatéria moderada persistente mediada por células
mononucleares, capsula fibrosa espessa foi observada. Apenas 1
espécime dos grupos 1 e 3 exibiram presenca moderada de macrofagos

adjacentes aos materiais implantados.

90 dias: Reparo tecidual foi observado para todos o0s grupos
experimentais. Entretanto, reparacdo completa ocorreu apenas em 3
espécimes de cada grupo, nos quais foi observada cépsula fibrosa
delgada e auséncia de reacado inflamatdria. No grupo 3, dois espécimes
apresentaram capsula fibrosa espessa adjacente ao material implantado.

Nestes espécimes, uma presenca discreta de macrofagos foi observada.

Apesar da reagao no grupo 3 ter sido maior que nos grupos 1 e 2, a
andlise estatistica de Kruskal-Wallis complementada pelo teste de Mann-
Whitney ndo demonstrou diferenca entre 0s grupos experimentais para 0s

parametros analisados. De acordo com o0s periodos de avaliacao,
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diferenca estatisticamente significante foi observada apenas entre 7 e 90
dias do periodo pds-operatorio para todos os grupos experimentais. No
grupo 1, diferenca significante quanto a presenca de macrofagos e células
gigantes também foi observada.

Os gréficos de barra representativos dos eventos histologicos de
acordo com os periodos de avaliagdo estdo demonstrados nas figuras 2,

3ed.
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Figura 2: Avaliacdo comparativa.da resposta inflamatéria de
acordo com os periodos de avaliagao.
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4. Discussao

De acordo com a ANSI/ADA, os experimentos de citotoxicidade em
cultura de células sdo testes iniciais recomendados para avaliacdo do
efeito citopatico causado por materiais experimentais ou seus extratos
sobre células em cultura [27]. No presente estudo, CIVMRs utilizados para
diferentes aplicagfes clinicas foram investigados. Todos estes materiais
sdo indicados para aplicacdo sobre o substrato dentinario, que é
composto de aproximadamente 50% de mineral, 30% de matriz organica
e 20% de fluido dentinario [28]. Este fluido presente na dentina tubular
pode solubilizar os componentes dos CIVMRs [8]. Consequentemente,
compostos quimicos liberados no local de aplicacdo do material, tal como
na dentina, podem se difundir através dos tubulos dentinarios para
alcancar o tecido pulpar, desencadeando resposta inflamatéria.
Revestindo internamente a dentina existe a camada de odontoblastos, a
qual representa o primeiro grupo de células a entrar em contato com 0s
componentes liberados dos materiais capazes de se difundir através
deste substrato tubular. Desta forma, parece plausivel avaliar o efeito
citotoxico de materiais dentarios e seus componentes em uma cultura
celular que expresse as marcas bioquimicas do fendtipo odontoblastico.
Consequentemente, no primeiro experimento desta investigagéo,
componentes de trés CIVMRs contemporaneos liberados em ambiente
umido (meio de cultura) foram avaliados através de sua aplicacdo sobre a

linhagem de células odontoblastoides imortalizada MDPC-23, as quais
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sintetizam o RNAm que codifica para sialofosfoproteina da dentina, uma
marca fenotipica dos odontoblastos e seus produtos protéicos [29]. Esta
linhagem celular tem sido utilizada na investigacdo in vitro dos
mecanismos moleculares de fatores de crescimento [29], efeitos de
produtos bacterianos em sua expressdo génica [31], bem como na
avaliacdo da citotoxicidade de materiais dentarios e solucfes de lavagem
de tecido pulpar exposto [32, 33].

Com a finalidade de avaliar a reacdo do tecido conjuntivo aos
CIVMRs experimentais e comparar estes resultados com aqueles obtidos
a partir do estudo in vitro, a implantacdo em tecido conjuntivo subcutaneo
de ratos foi realizada. Esta metodologia de implantacdo é um dos testes
secundarios mais recomendados para avaliacdo das propriedades de
biocompatibilidade dos materiais restauradores e endodonticos [30]. Esta
pratica padrdo para avaliagdo de biomateriais tem sido empregada por
muitos pesquisadores [34, 35, 36].

Acerca do estudo in vitro, o ensaio de MTT demonstrou que o VB
foi, dentre os materiais avaliados, aquele que apresentou maior
citotoxicidade. Esta alta citotoxicidade estd de acordo com outros
trabalhos existentes na literatura utilizando diferentes linhagens celulares
[6, 17]. Palmer et al. [37] analisou a porcentagem de liberacdo de HEMA
por diferentes CIVMRs. Os autores demonstraram que o VB apresentou a
maior porcentagem de liberacdo de HEMA ap0s imersdo em agua

destilada, mesmo quando o material foi fotoativado seguindo as
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recomendacdes do fabricante. Por outro lado, VM apresentou menor valor
de liberacdo de HEMA quando comparado ao VB. Na presente pesquisa,
a maior citotoxicidade apresentada pelo VB pode ser explicada pelo fato
de que os CIVMRs para forramento/base, tal como VB, contém maiores
concentracbes de HEMA em sua composicdo quando comparados com
CIVMRs restauradores, tal como VM, devido a uma maior propor¢ao
po:liquido (Tabela 1) apresentada pelos CIVMRs restauradores. Isto se
deve ao fato de que para se obter um cimento com viscosidade adequada
para aplicacdo no assoalho cavitario, os agentes forradores sé&o
preparados com maior incorporacdo de liquido, o qual contém o HEMA.
Assim, HEMA parece ser o principal componente liberado pela maioria
dos CIVMRs responsavel por causar intensos efeitos citotoxicos, desde
que diversos estudos in vitro vém demonstrando sua citotoxidade sobre
células em cultura [19, 20, 38]. Mondmeros de metacrilatos como HEMA
sao incorporados na bicamada lipidica das células, a qual passa a ser
solubilizada pelos mondémeros residuais [39]. Desta maneira, pode-se
sugerir que o mecanismo de acdo dos mondémeros sobre as membranas
celulares deva ser o principal fator responséavel pela alta citotoxicidade do
VB, o qual ainda libera produtos de decomposicdo do iniciador, tal como
cloreto de difenil-iodinio, o qual tem sido apontado como um importante
agente toxico para as células em cultura [40]. Apesar da concentracao de
HEMA no material proporcionado segundo as recomendacdes do

fabricante ser proxima para o VB e RX, este ultimo material causou menor
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efeito citotoxico quando comparado ao préprio VB e VM, sendo esta
diferenca estatisticamente significante para os periodos de incubacéo de
48 e 72 horas. Apesar do fabricante ndo recomendar a fotoativacdo do
RX, o que poderia fazer com que no final da reacdo houvesse mais
mondmeros livres, existe a incorporacdo do composto quimico persulfato
de potassio em sua formulacdo. Este composto € responsavel pela
conversdo de mondmeros em polimeros [41]. Logo, podemos especular
gue uma menor quantidade de HEMA tenha se solubilizado quando as
amostras de RX foram imersas em meio de cultura. Como o principal
componente responsavel pela citotoxicidade dos CIVMRs séo o0s
mondmeros de metacrilatos, sugerimos que a adicdo do persulfato de
potassio ao p6é do RX pode ter reduzido a concentracdo de HEMA livre,
levando este material a apresentar-se como 0 menos citotoxico avaliado
na presente pesquisa.

Nos grupos RX e VM, o metabolismo celular diminuiu entre os
periodos de 24 e 48 horas. A diferenca entre estes materiais foi
estatisticamente significante. Apesar de nédo ter sido realizada analise
quantitativa ou qualitativa dos componentes liberados, a maior
citotoxicidade pode ser atribuida a uma continua liberagdo de
componentes de ambos materiais até o periodo de 48 horas. Entretanto,
nenhuma diferenca foi observada entre os eluatos obtidos apos 48 e 72
horas, sugerindo que o principal periodo de liberacdo de componentes

toxicos dos CIVMRs RX e VM ocorre até 48 horas ap0s a manipulagéo.
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Apesar das diferencas observadas entre os materiais in vitro, ndo
existiu diferenca estatisticamente significante entre os grupos quando se
avaliou a biocompatibilidade in vivo. Como demonstrado em estudos
prévios [34], a reacdo inflamatéria observada aos 7 dias apdés o
procedimento operatorio € parcialmente causada pelo trauma cirlrgico da
implantacdo. O baixo pH prolongado dos CIVMRs também pode ter
causado efeito irritante imediato. Entretanto, o edema persistente
adjacente a abertura do tubo pode neutralizar os efeitos toxicos causados
pelo pH sobre o tecido conjuntivo. Por outro lado, o ambiente Umido
interfere na completa reacdo de presa dos CIVMRs e participa
diretamente na solubilizacdo continua dos materiais dentarios, mesmo
apos a reacédo de presa ter sido completada [19]. Desta forma, muitos dos
componentes téxicos, como HEMA, podem ser liberados e se difundirem
para locais distantes do sitio de implantacdo. Consequentemente, a
reacao inflamatéria intensa-moderada observada na avaliacdo de curto
prazo (7 dias) pode ter sido causada por diferentes fatores irritantes. Com
o tempo, a intensidade e area da reacao inflamatoria reduziram. Todavia,
algumas amostras exibiam a persisténcia de macréfagos e algumas
células gigantes adjacentes a abertura do tubo. Estudos prévios
realizados in vivo demonstraram componentes resinosos dispersos no
tecido conjuntivo aos 30 apoOs implantacdo de materiais resinosos no
tecido conjuntivo subcutaneo de ratos [34]. Achados histolégicos similares

foram encontrados na presente investigacao, sugerindo que componentes
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liberados dos CIVMRs no meio Umido aos 7 dias induziram a uma
resposta inflamatoria local. Contudo, parte dos componentes liberados,
principalmente aqueles de baixo peso molecular, como HEMA, podem ter
sido removidos do local via drenagem linfatica. Desta forma, no altimo
periodo de avaliacdo (90 dias), a reparacdo local foi obtida para todos os
grupos experimentais. Apenas uma amostra dos grupos 1 (RX) e 3 (VB)
apresentaram resposta inflamatéria moderada persistente. Nestas
amostras, macrofagos e células gigantes também foram observados
fagocitando globulos ou fragmentos liberados dos materiais dentarios
implantados. Conseqientemente, 0s componentes maiores liberados
préximos a abertura do tubo parecem ter agido como corpos estranhos,
causando reacao inflamatéria moderada persistente, impedindo o reparo
completo do tecido conjuntivo, desde que residuos de materiais resinosos
sao fagocitados, porém nao digeridos por macréfagos e células gigantes
[34].

O estudo in vitro evidenciou que os componentes dos CIVMRs
liberados em ambiente Umido podem ser altamente citotoxicos para as
células em cultura. Na presente pesquisa, a citotoxicidade dos CIVMRs
sobre as células MDPC-23 aumentou com o tempo de exposicdo dos
corpos-de-prova ao meio de cultura. Ao contrario, no teste de
implantacéo, os componentes liberados dos CIVMRs contribuiram para a
notavel reacdo inflamatoria inicial ocorrida no tecido conjuntivo

subcutdneo de ratos (7 dias). Contudo, todos o0s materiais foram
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classificados como biocompativeis apds avaliacdo em periodos mais
longos (30 e 90 dias). Deste modo, fica evidente que diferentes
metodologias aplicadas para avaliar a biocompatibilidade e citotoxicidade
de materiais dentarios podem fornecer resultados que, apesar de
contraditorios, se complementam para direcionar a compreensdo dos
mecanismos de acdo destes materiais e seus componentes quando
aplicados em situacdes clinicas especificas. Esta controvérsia entre
dados obtidos de estudos in vitro e in vivo realizados para teste de
citotoxicidade e biocompatibilidade ja foram demonstrados quando os

resultados destas investigacdes foram comparados [42].

5. Concluséao

Baseado nos resultados obtidos na presente pesquisa, foi possivel
concluir que diferentes CIVMRs podem causar distintos efeitos toxicos
para as células MDPC-23. De acordo com a metodologia in vitro
empregada, VB foi o material mais citopético. O tempo de eluicdo
influenciou na citotoxicidade de todos os CIVMRs estudados até o periodo
de 48 horas. De acordo com a metodologia in vivo, todos os materiais
podem ser classificados como biocompativeis para o tecido conjuntivo
subcutaneo de ratos. Consequientemente, os testes in vitro isoladamente
ndo podem ser indicativos Unicos do efeito biol6gico de um determinado
material. Testes complementares in vivo devem ser realizados, como

recomendado pela ANSI/ADA, ISO, FDI para avaliar de maneira mais
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ampla a biocompatibilidade dos materiais dentarios dentro de suas

recomendacdes de aplicacdo clinica.
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Avaliacdo do efeito do concentrado de proteinas extraidas da dentina
de coelhos sobre a expresséo dos genes que codificam para

fibronectina e colageno tipo-1.

Relevancia Clinica

A sintese e deposicdo de dentina reacional sob a parede pulpar de
cavidades profundas aumenta a distancia entre o estimulo agressor e a
polpa, através do aumento de espessura do remanescente dentinario. O
estimulo para esta deposicdo de dentina terciaria poderia ser efetuado
através da aplicacdo de moléculas bioativas, capazes de difusédo
transdentinaria, sobre o assoalho da cavidade antes de se proceder a

restauracdo das mesmas.

Resumo

Os odontoblastos possuem um potencial inerente de responder a
estimulos agressores secretando matriz de dentina. Esta matriz €
constituida por uma fase organica (principalmente colageno tipo-1), uma
fase inorganica e agua. Porém, os mecanismos que regulam 0 processo
de estimulacdo destas células permanece desconhecido. Fortes
evidéncias sugerem que fatores de crescimento presentes na matriz de
dentina participam diretamente desta estimulagdo, como j& demonstrado
em estudos in vivo e in vitro. Assim, 0 objetivo da presente pesquisa foi

avaliar a influéncia do extrato de dentina de coelhos solivel em EDTA
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(ESDP) em diferentes concentracdes, sobre a expressdo dos genes que
codificam para colageno tipo-1 (COL-1) e fibronectina (FN) em células de
linhagem odontoblastica. Para isto, células de linhagem MDPC-23 (30.000
células/cm?) foram cultivadas em garrafas plasticas de 25cm? em meio de
cultura DMEM completo e incubadas pelo periodo de 72 horas em
atmosfera contendo 5% de CO,, 95% de ar na temperatura de 37°C. Apds
este periodo, o meio de cultura foi aspirado e substituido por meio de
cultura contendo diferentes concentracbes de ESDP, obedecendo-se a
seguinte divisdo de grupos: Grupo 1 - Oug/ml de EDSP (controle); Grupo 2
- 0,1ug/ml de ESDP; e Grupo 3 - 10ug/ml de ESDP. Essas garrafas foram
mantidas por 24 horas em incubadora nas mesmas condi¢cdes descritas
anteriormente. Entdo, o RNA total foi extraido de maneira padronizada,
utilizando TRIzol (Invitrogen) para cada grupo experimental e controle. O
cDNA foi sintetizado utilizando-se a enzima Superscript 2 (Invitrogen) e
submetido ao ensaio de RT-PCR para determinacdo da expressdo dos
genes que codificam para COL-1 e FN. A intensidade das bandas foi
comparada entre 0s grupos experimentais e controle apds eletroforese em
gel de agarose a 1%. O controle de carregamento utilizado foi o produto
de PCR do gene que codifica para GAPDH. Observou-se que no grupo
tratado com as proteinas na concentracdo de 0,1ug/ml houve aumento na
expressdo dos genes que codificam para as duas proteinas avaliadas
sendo que isto ndo ocorreu no grupo tratado com as proteinas na

concentracdo de 10ug/ml. Conclui-se que as proteinas bioativas tém
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efeito sobre a expressao dos genes que codificam para COL-1 e FN, e
que este efeito depende da concentracdo a que as células foram

submetidas.

Introducéo

Os odontoblastos sdo células diferenciadas a partir de células
mesenquimais provenientes da crista neural craniana, as quais migram
para a regido dos maxilares e interagem com as células de origem
epitelial da regido. Através de uma interacdo epitélio-mesénquima
sequencial mediada por moléculas sinalizadoras, as células
mesenquimais indiferenciadas acabam por se transformar em
odontoblastos, os quais sdo células altamente especializadas (Ruch,
Lesot & Begue-Kirn, 1995).

Apés diferenciacdo, a principal funcdo dos odontoblastos € a de
secretar matriz extracelular, componentes da dentina e, finalmente, a
mineralizacdo desta estrutura (Goldberg & others, 1995; Rabie & Veis,
1995). Durante o desenvolvimento do dente, a dentina secretada até a
completa formacdo da raiz € chamada dentina primaria. A partir dai, a
dentina fisiologicamente depositada, agora mais lentamente, é chamada
dentina secundaria. A dentina terciaria pode ser definida como uma matriz
de dentina depositada em um local especifico no interior da camara
pulpar, em resposta a um determinado estimulo externo. Este tipo de

dentina pode ser secretada por odontoblastos primarios, o0s quais
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sobreviveram a um estimulo de baixa intensidade, sendo estas células
entdo induzidas, em nivel molecular, a sintetizar, secretar e depositar uma
matriz dentinaria tubular, denominada de dentina reacional (Smith &
others, 1995). Por outro lado, quando as células pulpares sdo submetidas
a agressdes de alta intensidade, suficientes para causar a morte ou
induzir a apoptose de odontoblastos primarios, uma nova geracdo de
células odontoblastoides (odontoblast-like cells) surge através da
diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas da polpa. Estas
novas células repdem os odontoblastos primarios perdidos, passando
agora a depositar a dentina reparadora (Tziafas, Smith & Lesot, 2000).
Apesar desta capacidade de reagir a estimulos de origem variada,
o0 completo mecanismo que regula a sintese e secrecdo da dentina
terciaria ainda ndo esta completamente elucidado. Diversos estudos tém
demonstrado a participacdo de fatores de crescimento na diferenciacao
das células mesenquimais em odontoblastos (Ruch, Lesot & Begue-Kirn,
1995; Saito & others, 2004), na sintese de dentina reacional quando
utilizados como material de capeamento pulpar em dentes de animais
(Smith & others, 1994; Tziafas & others, 1995; Lovschall, Fejerskov &
Flyvbjerg, 2001; Six, Lasfargues & Goldberg, 2002) e na regulacdo da
expressao de genes especificos quando administrados sobre células de
origem pulpar (Saito & others, 2004; Yokose & others, 2004; He & others,

2004).
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O estudo do mecanismo de acdo de fatores de crescimento
isolados administrados sobre células em cultura vem fornecendo fortes
evidéncias de que eles regulam a atividade dos odontoblastos e células
pulpares (Saito & others, 2004; Yokose & others, 2004; He & others,
2004). Porém, na matriz dentinaria ndo existe apenas um, mas cerca de
vinte tipos de proteinas nao colagenosas, dentre elas fatores de
crescimento distintos (Jones & Leaver, 1974), os quais devem atuar em
conjunto no processo de reparo (Ruch & others, 1995). Assim, o0 objetivo
da presente pesquisa foi avaliar o efeito de um concentrado de proteinas
extraidas da dentina de coelhos (ESDP) sobre células de linhagem
odontoblastica MDPC-23 (Hanks & others, 1998). O intuito principal foi
investigar o efeito deste concentrado de proteinas na expressdo dos
genes que codificam para colageno tipo-1 (COL-1 - principal componente
da matriz organica da dentina) e fibronectina (FN - proteina que participa
do processo de diferenciacdo dos odontoblastos e no reparo pulpar)

(Ruch & others, 1995, Yoshiba & others, 1997).

Material e Métodos

Células de linhagem odontoblastica MDPC-23 foram cultivadas em
garrafas plasticas de 25cm? (Costar Corp., Cambridge, MA, USA) em
meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium (DMEM, SIGMA
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) contendo 10% de soro fetal bovino

(SFB, Cultilab, Campinas, SP, Brasil)), 100 IU/mL e 100 ng/mL,
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respectivamente, de penicilina e estreptomicina, e 2 mmol/L de glutamina
(GIBCO, Grand Island, NY, USA) em uma atmosfera umedecida contendo
5% de CO, e na temperatura de 37° C. As células eram subcultivadas a
cada 3 dias, sendo que para isto, estas células eram destacadas da base
de acrilico da garrafa de 25cm? através da aplicacdo pelo periodo de 2
minutos de uma solucéo de 0,01M de EDTA em PBS. Entéo, era realizado
0 repique das células para uma nova garrafa plastica contendo o meio de
cultura DMEM, até que se obtivesse o nimero de células suficiente para a
realizacdo do experimento.

Para a realizacdo do experimento de RT-PCR, células MDPC-23
(30.000 células/cm?) foram semeadas em trés garrafas plasticas de 25cm?
e mantidas em incubadora por 72 horas. Em cada uma das garrafas
plasticas, foram adicionadas diferentes concentracbes de ESDP,
originando os seguintes grupos: Grupo 1- Oug/mL; Grupo 2 — 0,01ug/mL;
e Grupo 3 — 10ug/mL. O RNA extraido apos 24 horas de exposicéo,
utilizando-se para isto o TRIzol (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO,
USA), foi submetido ao ensaio de RT-PCR. Os pares de primers utilizados
para avaliacdo da expressao dos genes que codificam para FN e COL-1
foram determinados a partir das seguintes sequéncias de RNAm,

disponiveis no site http://www.ncbi.nim.nih.gov/: EN: Primer R- 5' - GCC

AAG ATT CAG AGA CCC GG - 3; PRIMER F- 5- CTG GGG TCT ACT
CCA CCG AA -3’ COL-1: PRIMER R: 5' - AAC TTT GCT TCC CAG ATG

TCC - 3’; PRIMER F- 5- TGA GGT CCA GGA GGT CCA — 3'; e GAPDH:
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PRIMER R- 5' - ATG GTG AAG GTC GGT GTG AA - 3’; PRIMER F- 5"-
TTA CTC CTT GGA GGC CAT GT - 3. O controle de carregamento
utilizado foi o produto de PCR do gene que codifica para GAPDH e a
analise da diferenca na expressao dos genes que codificam para COL-1 e
FN foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1%, medindo-se a

intensidade das bandas.

Resultados

Nas garrafas das quais foi extraido o RNAtotal apés 24h de
exposicao das células as proteinas, foi observado aumento na expressao
dos genes que codificam para COL-1 e FN nas células expostas a
concentracdo final de 0,1ug/mL, sendo que néo foi observado efeito na
expressdo dos mesmos nas células expostas as proteinas na

concentracdo de 10ug/mL (Figura 1).
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Figura 1. RT-PCR das células MDPC-23
expostas a diferentes concentracdes de
fatores de crescimento (ng/ml). FN —
Fibronectina. Coll(al) — colageno. GAPDH
— GAPDH.

Discussao

Uma grande variedade de procedimentos clinicos séo utilizados na
dentistica restauradora com significante sucesso. Entretanto, muitos
tratamentos ndo visam necessariamente o estimulo e iniciacdo de eventos
teciduais, sendo que nem todos os materiais utilizados atualmente sobre a
dentina tém suas propriedades bioldgicas claramente determinadas
(Tziafas, Smith & Lesot, 2000).

Atualmente, existe uma preocupacdo cada vez maior ndo s6 com a
restauracdo do elemento dental em casos de perda de estrutura
dentinaria, mas também com a biocompatibilidade do material a ser
utilizado na substituicdo da estrutura perdida. Principalmente nos casos
em que a cavidade preparada € muito profunda, o clinico deve ser

criterioso na escolha do material dentario que sera aplicado sobre as
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areas proximas ao tecido pulpar, visto que a resposta deste tecido
depende diretamente da espessura de dentina remanescente (Hebling,
Giro & Costa, 1999).

Nos casos de cavidades bastante profundas e mesmo nos casos
de exposicao acidental do tecido pulpar, um grupo de pesquisadores tém
direcionado o foco de atencéo para o uso de fatores de crescimento como
material de capeamento pulpar direto e indireto, visto que 0s mesmos séo
ndo apenas biocompativeis com o tecido pulpar, mas também induzem a
sintese e secrecdo de dentina reacional (Smith & others, 1994; Smith &
others, 1995; Smith & others, 2001) e reparadora (Tziafas & others, 1995;
Lovschall & others, 2001; Six & others, 2002).

Como demonstrado por Smith & others (1994), a implantacdo do
mesmo extrato de dentina de coelhos utilizado na presente pesquisa
(contendo aproximadamente 115 pg de TGF- 3 por sitio de implantacéo)
em cavidades profundas preparadas em dentes caninos de furéo,
estimulou a secrecdo de dentina reacional na interface dentina-polpa
imediatamente abaixo do assoalho cavitario. O dado obtido da presente
pesquisa demonstrou que este concentrado de proteinas provavelmente
exerce este efeito aumentando a expressao do gene que codifica para
colageno tipo-1, visto que esta proteina € o principal constituinte da matriz
organica da dentina, sendo secretada por vesiculas que irrompem nha

predentina (Rabie & Veis, 1995).
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Além de ser capaz de estimular a sintese de dentina reacional, o
ESDP é capaz de induzir, em casos de exposicdo pulpar, a diferenciacao
de células mesenquimais indiferenciadas da polpa em células
odontoblastéides. Este fenbmeno tem ocorrido quando o ESDP foi
aplicado como material de capeamento pulpar direto em dentes de caes,
0 que resultou na sintese e secrecdo de dentina reparadora (Tziafas &
others, 1995). Sabe-se que o0 processo fisioloégico de diferenciacéo
terminal dos odontoblastos durante o desenvolvimento do elemento dental
€ dependente da glicoproteina de alto peso molecular denominada
fibronectina (Ruch & others, 1995). Tem sido demonstrado também que
esta proteina participa do processo de reparo nos casos de exposi¢ao
pulpar (Yoshiba & others, 1996). Um aumento na sintese e secrecao da
fibronectina € um evento crucial para que, nos casos de perda da camada
de odontoblastos primarios, haja diferenciacdo de células pulpares em
células odontoblastéides. Portanto, a partir dos dados obtidos na presente
pesquisa, pode-se especular que um dos eventos que ocorre no caso do
uso de fatores de crescimento extraidos da dentina como material de
capeamento pulpar direto € o aumento na sintese e secrecdao de
fibronectina pelas células expostas a estas moléculas, estimulando assim,
0 processo de cura local.

N&o sO estudos in vivo, mas também estudos in vitro tém
demonstrado o papel de fatores de crescimento sobre a expresséo génica

em odontoblastos e células pulpares (Saito & othes, 2004; Yokose &
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others, 2004; He & others, 2004). Os modelo de cultura de células permite
uma investigacdo muito mais aprofundada dos mecanismos de acdo dos
fatores de crescimento sobre a regulacdo de genes especificos. Seria
impossivel demonstrar, por exemplo, que existe uma diminuicdo na
expressdo do gene que codifica para sialofosfoproteina da dentina
mediada por Smad-3, uma proteina da familia das Smads (proteinas
recentemente identificadas que sdo mediadoras intracelulares de TGF-p)
quando células de linhagem odontobléstica sédo expostas a TGF-f1 em
um estudo in vivo. Apesar de ser extremamente importante determinar
isoladamente o efeito dos fatores de crescimento sobre células pulpares,
deve-se ter consciéncia de que o estimulo para a sintese e secrecdo de
dentina reacional pode ser proveniente de componentes teciduais
endogenos liberados da matriz de dentina durante o processo patoldgico
(Smith & others, 1995), sendo que esta matriz dentinaria possui em sua
composicdo aproximadamente 20 proteinas ndo colagenosas distintas
(Jones & Leaver, 1974). Desta maneira, este estudo deu inicio as
investigacdes dos efeitos de um concentrado de fatores de crescimento
extraidos da dentina atuando em conjunto sobre células pulpares.
Estudos com este extrato total ou com extratos desprovidos de alguns
fatores de crescimento podem trazer informacfes importantes sobre o
efeito das moléculas presentes na prépria matriz de dentina sobre as
células pulpares, para que no futuro, o conhecimento dos mecanismos da

dentinogénese possam ser aplicados em variados procedimentos clinicos.
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Conclusao

Podemos concluir que os fatores de crescimento extraidos da
dentina de coelhos exercem efeito na expressao dos genes que codificam

para colageno tipo-1 e fibronectina e que este efeito é dose-dependente.
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Consideragdes Finais

A preocupacdo dos pesquisadores com a biocompatibilidade dos
materiais odontoldgicos direcionou as pesquisas para a busca de modelos
de estudo que pudessem ser utilizados na realizacdo de testes que
fossem capazes de determinar a citotoxicidade e a biocompatibilidade dos
materiais dentarios, bem como avaliar novas propostas de procedimentos
clinicos. Ha algumas décadas, organizacfes governamentais ou ndo vém
tentando padronizar as diversas metodologias de pesquisa recomendadas
para avaliar a biocompatibilidade de materiais empregados em diversos
procedimentos clinicos. Estes protocolos dividem os testes em uma
sequéncia que obedece a seguinte ordem: testes iniciais (in vitro), testes
secundarios (in vivo, porém fora do sitio de aplicacdo recomendado pelo
fabricante) e testes de aplicacao pré-clinica (in vivo, utilizados para avaliar
o material dentro das recomendacdes de uso clinico) (COSTA, 2001).

Os testes mais comumente utilizados dentro do grupo dos testes
iniciais sdo os de citotoxicidade em cultura de células (COSTA, 2001).
Apesar de ndo poderem ser extrapolados diretamente para as condicbes
clinicas, os testes de citotoxicidade séo relativamente simples, altamente
reprodutiveis, rapidos e de custo relativamente baixo, além de evitarem o
sacrificio de animais.

Em um estudo de citotoxicidade ideal, os biomateriais

deveriam estar em contato com as populacdes celulares tipicas do local
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de implantacdo (OLIVA et al, 1996). No caso de materiais aplicados em
contato direto com a dentina, as primeiras células a receberem o0s
estimulos ou a entrarem em contato com 0os componentes dos materiais
utilizados sobre este substrato sdo os odontoblastos. Logo, pode-se
sugerir que a linhagem ideal para os testes de citotoxicidade de materiais
dentérios seria a de células odontoblastéides.

Por serem células altamente diferenciadas, os odontoblastos nao
sofrem mitose apds a diferenciacdo terminal in vivo (RUCH et al, 1995).
Além disto, estas células especializadas se localizam no interior da
camara pulpar juntamente com tipos celulares distintos. Portanto, existe
uma grande dificuldade em se isolar uma populacédo clonal de células
odontoblastéides que possam sofrer mitose e ao mesmo tempo
mantenham suas marcas fenotipicas em cultura. Isolar uma populacéo
homogénea de células, mantendo seu fenotipo por um longo periodo de
tempo e demonstrar que estas ceélulas estdo secretando proteinas
exclusivas de odontoblastos ou células odontoblastoides, como a
sialofosfoproteina da dentina (DSPP) (BUTLER, 1987) sdo os passos
necessarios para a obtencdo deste tipo de linhagem, que € uma
ferramenta fundamental para se estudar e avaliar a reacdo deste tipo
celular frente a diferentes estimulos (COSTA, 2001).

Buscando um modelo reprodutivel, diversos autores estabeleceram
linhagens celulares que mantivessem, pelo menos em parte, o fenotipo

dos odontoblastos quando mantidas em cultura (KASUGAI et al, 1988,
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KAWASE et al, 1990, MACDOUGALL et al, 1995, HANKS et al, 1998). A
linhagem RPC-2A, isolada por Kasugai et al (1988), € uma populacéo
clonal de células que exibem atividade de fosfatase alcalina, mas nao
existem evidéncias de que estas células expressem genes especificos
como o que codifica para DSPP. Uma outra linhagem, RDP4-1, também
clonada a partir de células provenientes de polpa de ratos, ndo expressa
0 gene que codifica para DSPP, assim como para as células RPC-2A
(KAWASE et al, 1990). As Unicas duas linhagens estabelecidas que
expressam este gene sdo a linhagem MO6-G3 (MACDOUGALL et al,
1995) e MDPC-23 (HANKS et al, 1998), sendo que a segunda foi
espontaneamente imortalizada pelo regime 3T6 (subcultivo a cada trés
dias na concentracdo de 30.000 células/cm?).

No presente estudo, por ser uma linhagem imortalizada de
manipulacdo relativamente simples, foram utilizadas as células
odontoblastoides MDPC-23. Esta denominacdo corresponde a sigla
Mouse Dental Papillae Cell (MDPC), pois tais células foram isoladas a
partir de células da papila dental de primeiros molares inferiores de ratos
no periodo de 18 a 19 dias de vida intrauterina. Os diferentes tipos
celulares presentes no concentrado de células obtidas a partir da papila
dental foram imortalizados e clonados por diluicdo, sendo que o clone 23
expressava 0 gene que codifica para DSPP, por isso a denominacgao
MDPC-23. Foi demonstrado também que as células da linhagem MDPC-

23 mantém seu fendtipo até a passagem 77.
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Neste trabalho de Dissertacdo, a linhagem MDPC-23 foi utilizada
na investigacao dos efeitos citotoxicos das solucdes de CLX, dos CIVMRs
e do efeito de fatores de crescimento sobre células odontoblastoides em
cultura.

O artigo 1, que demonstrou que as solu¢des de CLX afetam a
viabilidade celular de maneira dose-dependente, foi uma importante
evidéncia, mesmo que nao possa ser extrapolada para a condicao in vivo,
de que a CLX é citotoxica para as células odontoblastdides. Assim, pode-
se especular que tais solucdes, se utilizadas diretamente sobre o tecido
pulpar ou mesmo em cavidades com peguena espessura de dentina
remanescente, podem desencadear respostas pulpares que prejudiquem
0 processo de reparo. A citotoxicidade das solucdes de CLX ja havia sido
demonstrada em outras linhagens celulares (GOLDSHMIDT et al, 1977,
CHANG et al, 2001). O estudo realizado por Chang et al (2001)
demonstrou que mesmo concentracdes baixas de CLX, tal como
0,0001%, causam efeitos citotoxicos significantes sobre células do
ligamento periodontal em cultura. Apesar destes dados estarem evidentes
na literatura, ndo existem informacdes a respeito do efeito da CLX sobre
células pulpares.

E importante que sejam determinados os efeitos das solucdes de
CLX sobre células pulpares antes que esta solucdo seja recomendada
para os procedimentos clinicos de rotina visto que estudos utilizando

diferentes linhagens celulares geralmente apresentam diferentes
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resultados (HENSTEN-PETTERSEN & HELGELAND, 1981). Estudos in
vivo também devem ser realizados avaliando a biocompatibilidade desta
solucéo, pois, como demonstrado no artigo 2, pode haver resultados
contraditorios quando um mesmo agente € testado in vitro e in vivo.

Comparando os dados in vivo e in vitro obtidos no estudo da
biocompatibilidade dos CIVMRs, foi possivel observar que o método in
vitro € muito sensivel, detectando diferenca entre 0s grupos
provavelmente pela diferente liberacdo de componentes. Todavia, este
tipo de teste ndo reproduz o0s eventos que ocorrem no oOrganismo
superior, especialmente em relacdo as reacfes de longo-prazo. Tem sido
sugerido que os componentes de baixo peso molecular liberados dos
materiais em contato com o tecido conjuntivo podem ser eliminados do
local de implantagcdo via drenagem linfatica, enquanto que nos
experimentos in vitro eles permanecem em contato direto com as células
em cultura durante todo o periodo de exposicdo das células ao material
ou solucdo experimentais, ocasionando efeito toxico de notavel
intensidade.

Ainda em relacéo ao artigo 2, observou-se que o CIVMR VB, o qual
€ biocompativel mesmo em cavidades profundas, tais como aquelas que
apresentam espessura de dentina remanescente de cerca de 300um
(COSTA et al, 2003b), foi o mais citotoxico para as células
odontoblastéides da linhagem MDPC-23. Este efeito toxico do VB parece

ser atribuido a liberacdo de monOémeros resinosos que nhao se
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converteram em polimero, tal como HEMA. Todavia, O CIVMR RX
também possui HEMA em sua composicdo, sendo que apesar disto,
causou efeito toxico inferior ao VB. Seria esperado que o RX fosse o
material mais citotdxico para as células em cultura, desde que, além de
ndo sofrer fotoativacdo, este material apresenta maior concentracdo de
HEMA em sua composi¢cdo em relacdo ao VB. Todavia, isto ndo foi
confirmado, provavelmente devido a presenca do composto quimico
persulfato de potassio em sua férmula, o qual € utilizado com o objetivo
de reduzir os niveis de mondémeros residuais em compostos
polimerizaveis (ANDERSON & BROUWER, 1996). O CIVMR VM também
se apresentou menos citotdéxico que o VB. Este resultado ja era esperado,
pois além de possuir uma proporcdo po-liquido maior (maior quantidade
de po incorporada a uma menor quantidade de liquido, onde exatamente
esta presente o HEMA diluido em &cidos), estudos prévios demonstraram
que a porcentagem de liberacdo de HEMA pelo VM é inferior aquela
determinada para o VB em meio aquoso (PALMER et al, 1999).

Com relacdo a diferenca observada entre as duas metodologias
empregadas (citotoxicidade in vitro pelo teste de MTT e
biocompatibilidade in vivo pela implantacdo em tecido conjuntivo
subcutéaneo de ratos), o resultado contraditério obtido in vivo pode ser
atribuido a drenagem linfatica, que pode ter eliminado parte dos
componentes toxicos de baixo peso molecular solubilizados e liberados

no local da implantacéo. No ultimo periodo de avaliacao (90 dias) o reparo
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no tecido conjuntivo foi observado em todos 0s grupos experimentais.
Apenas uma amostra dos grupos 1 e 3 apresentou resposta inflamatoria
moderada. Macrofagos e células gigantes também foram observados
proximos a glébulos ou fragmentos maiores liberados dos materiais
dentarios nestas amostras. A liberacdo destas particulas pode explicar a
reacao inflamatoria persistente e edema local, desde que células com
capacidade de fagocitose parecem ndo apresentar capacidade de digerir
o material disperso em meio ao tecido conjuntivo. Apesar desta diferenca
nos resultados, ambos experimentos nos trazem informacdes importantes
sobre 0s materiais em teste.

Os dados cientificos obtidos do artigo 2 permitiram concluir que os
CIVMRs sao biologicamente aceitaveis, apesar de causarem danos
celulares. Desta maneira, estes materiais ionoméricos ndo deveriam ser
recomendados para aplicacdo direta sobre o tecido conjuntivo. Todavia,
pesquisas em dentes de seres humanos onde o VB foi aplicado
diretamente sobre a dentina n&o resultou em danos pulpares,
determinando a possibilidade de aplicacdo deste material em condicdes
clinicas especificas, particularmente em situacbes em que ha presenca de
remanescente dentinario entre o assoalho da cavidade e a polpa. Um
material ideal para aplicacdo sobre o tecido conjuntivo seria aquele que,
além de ser biocompativel, ndo causasse danos celulares e ainda
estimulasse a reparacéo tecidual. O artigo 3 trata do efeito das proteinas

bioativas, as quais sdo moléculas que podem, no futuro, preencher estes
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requisitos, sobre as células de linhagem odontoblastica MDPC-23. As
terapias utilizadas na regeneracao pulpar podem ser aperfeicoadas com o
uso de fatores de crescimento, visto que o efeito dos mesmos sobre
células pulpares ja € bem documentado (SMITH et al, 1994, TZIAFAS et
al, 1995, HU et al, 1998, LOVSCHALL et al, 2001, SMITH et al, 2001, SIX
et al, 2002, IOHARA et al, 2004, SAITO et al, 2004, YOKOSE et al, 2004,
HE et al, 2004) Tais estudos apresentam evidéncias de que estas
moléculas podem estimular a sintese e secrecdo de proteinas
constituintes da matriz de dentina in vitro e in vivo.

Na presente pesquisa, 0os resultados obtidos a partir da exposicao
das células da linhagem MDPC-23 a fatores de crescimento extraidos da
dentina de coelhos (ESDP) permitiram concluir que o efeito deste extrato
€ dose-dependente. Desta maneira, optou-se pela investigacdo deste
extrato total devido a presenca de multiplos fatores de crescimento em
sua composicdo. Os estudos realizados in vitro avaliando o efeito de
fatores de crescimento sobre células pulpares utilizam fatores de
crescimento isolados (IOHARA et al, 2004, SAITO et al, 2004, YOKOSE et
al, 2004, HE et al, 2004). Apesar da resposta obtida ser mais especifica
quando se utiliza fatores de crescimento isolados, a interacdo entre 0s
efeitos dos fatores de crescimento presentes na dentina podem nos
fornecer dados que reproduzam de forma mais precisa 0 mecanismo da

dentinogénese reacional.
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Assim, os artigos apresentados nesta dissertacdo nos levam a
concluir que as solucdes de CLX podem apresentar efeitos tdxicos de
diferentes intensidades sobre células de linhagem odontoblastica MDPC-
23, dependendo da concentracdo da solu¢do. Também foi demonstrado
que os CIVMRs avaliados no presente trabalho podem causar efeitos
citotoxicos especificos sobre esta linhagem celular. De acordo com a
metodologia in vitro empregada no artigo 2, Vitebond foi o material mais
citopatico. O tempo de permanéncia dos corpos-de-prova em contato com
0 meio de cultura influenciou a citotoxicidade de todos os materiais até o
periodo de 48 horas. De acordo com o estudo in vivo, todos os CIVMRs
estudados puderam ser considerados biocompativeis ao tecido conjuntivo
de ratos. Assim, os testes in vitro ndo podem ser utilizados como Unica
forma de se avaliar o efeito biolégico de materiais dentarios, porém
podem fornecer informagdes importantes que ndo sédo observadas a partir
de pesquisas in vivo. Finalmente, o artigo 3 permitiu concluir de que o
ESDP tém efeito na expressao dos genes que codificam para colageno
tipo-1 e fibronectina, e podem ser, no futuro, utilizados na terapia pulpar

vital.
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Resumo

SOUZA,P.P.C. - Utilizacdo de células de linhagem odontoblastica
(MDPC-23) em estudos de citotoxicidade e na avaliacdo do efeito de
fatores de crescimento sobre a expressdo de genes especificos.
Araragquara, 2005, 120p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Odontologicas) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual

Paulista.

Este estudo teve como objetivo geral utilizar células da linhagem
MDPC-23 em testes de citotoxicidade de materiais e na investigacao dos
efeitos de proteinas bioativas no estimulo da sintese de componentes da
matriz dentinaria. Os objetivos especificos foram avaliar o efeito citotoxico
de solucbes utilizadas na lavagem de paredes cavitarias e de materiais
dentarios recomendados para aplicagdo em dentina sobre células de
linhagem odontoblastica MDPC-23. Também foi intuito avaliar o efeito do
concentrado de proteinas extraidas da dentina de coelho sobre a
expressdo de genes especificos. Este trabalho, apresentado na forma de
trés artigos cientificos, utilizou a técnica de MTT para avaliar o efeito
citotéxico de solugbes de CLX em variadas concentragBes sobre as
células MDPC-23. Esta técnica foi utilizada também para a investigacdo
do efeito citotoxico de trés diferentes cimentos de iondmero de vidro
modificados por resina: Vitrebond (VB); Vitremer (VM); e RelyX Luting
Cement (RX), associada ao teste de implantacdo destes materiais

resinosos no tecido conjuntivo subcutaneo de ratos. A expressao dos
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genes que codificam para colageno tipo-1 e fibronectina nas células
expostas ao concentrado de proteinas extraidas da dentina de coelhos foi
avaliada por RT-PCR. Os resultados demonstraram que a CLX é
citotoxica as células da linhagem MDPC-23 de maneira dose-dependente.
Também foi demonstrado que os cimentos de ionémero de vidro séo
biocompativeis ao tecido conjuntivo subcutdneo de ratos, apesar de
apresentarem diferentes graus de citotoxicidade sobre as células
odontoblastéides. As proteinas bioativas extraidas da dentina de coelhos
apresentaram efeito estimulatorio na expressédo de genes que codificam
para colageno tipo-1 e fibronectina. Pode-se concluir que as células
MDPC-23 sdo um modelo que pode ser utilizado nos testes de
citotoxicidade de materiais bem como em estudos sobre os mecanismos

da dentinogénese.

Palavras-chave: odontoblastos, cultura de células, materiais

biocompativeis, dentinogénese.
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Abstract

SOUZA, P.P.C. — Use of an odontoblast cell line (MDPC-23) for tests
of cytotoxicity and assessment of the effects of growth factors on
expression of specific genes. Araraquara, 2005, 120p. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Odontoldgicas) — Faculdade de Odontologia,

Universidade Estadual Paulista.

The general aim of this in vitro and in vivo study was to evaluate the
cytotoxicity of rinsing solutions and dental materials as well as to
determine the expression of genes related with the dentinogenesis. The
specific objectives were to evaluate the cytotoxicity effects of rinsing
solutions used to clean cavity walls and dental materials used to restore
dental cavities. The effects of EDTA soluble dentin proteins (members of
TGF-B superfamily) on specific gene espression was also evaluated. For
this porpose three scientific papers were prepared: 1) MTT assay was
employed to investigate the cytotoxic effects of different concentrations of
chlorhexidine to MDPC-23 cells as well as to; 2) to determine the
cytotoxicity of three different resin-modified glass-ionomer cements
(RMGIC): Vitrebond (VB); Vitremer (VM); and RelyX Luting Cement (VM).
The results of this in vitro study was compared to the in vivo study in which
RMGICs were implanted into the connective tissue of rats; 3) Type-1
collagen and fibronectin gene expression on cells exposed to EDTA-

soluble dentin proteins was assessed by means of semi-quantitative RT-
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PCR. The results demonstrated that chlorhexidine is cytotoxic to MDPC-23
cells in a dose-dependent way. It was also demonstrated that RMGICs are
biocompatible following implantation into surgical pockets prepared in the
dorsal connective tissue of rats in spite of the different degrees of in vitro
cytotoxicity presented by these materials to MDPC-23 cells. The
stimulatory effects of the bioactive molecules on the expression of the
genes that encodes to type-1 collagen and fibronectin was clearly
demonstrated. Based on the experimental conditions, it was concluded
that MDPC-23 cells are suitable model to be used on cytotoxicity tests of
dental materials and rinsing solutions as well as to evaluate the

dentinogenesis mechanisms.

Keywords: odontoblasts, cell culture, biocompatible materiais,

dentinogenesis.
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