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RESUMO

Gomes-Cornélio AL. Avaliagdo da citotoxicidade, genotoxicidade e
bioatividade de cimentos experimentais a base de silicato de calcio com
diferentes radiopacificadores e dos cimentos Biodentine e MTA Plus.[Tese de
Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2015.

Cimentos de silicato de calcio sdo estudados como materiais reparadores. O
estudo foi divido em 4 capitulos: No primeiro, citotoxicidade (MTT e
Apoptose), genotoxicidade (teste Cometa) foram avaliadas em Saos-2 para oS
materiais: Cimentos de silicato de céalcio puro (CSC); Modificado (CSCM);
Resinoso (CSCR1, CSCR2 e CSCR3). Na viabilidade, CSC e CSCR3
(50mg/mL) foram citotoxicos. CSCR1, CSCR2 e CSCR3 mostraram maior
apoptose. Somente CSC e CSCR2 ndo foram genotdxicos em 10mg/mL
(P<0.05). No cap.2, CSCM e CSCR2, foram associados a radiopacificadores:
oxido de zircénio e 6xido de nidbio (micro e nano), 6xido de bismuto, tungstato
de calcio. MTA foi o controle para citotoxicidade e bioatividade. Todos foram
viaveis e apresentaram apoptose semelhantes (1:8). A necrose foi superior
(P<0.05). Ambos CSCs induziram fosfatase alcalina (ALP) e ARS. No cap.3,
Biodentine (Septodont), MTA Plus (Avalon), CSCRs Nb,Os e ZrO, foram
analisados quanto a cito e genotoxicidade. No MTT (1, 3 e 7d), todos foram
similares. No gPCR, houve expressao de BAX (3d.) para CSCRs, MTAP e
CSCR ZrO, (5d). Para BCL2, (3 e 5d) somente MTAP e CSCR Nb,0O5(5d.). Na
genotoxicidade, todos (1:2 e 1:8) permaneceram similares (P<0.05). Cap. 4, os
mesmos foram avaliados na bioatividade: MTT, proliferacdo celular, ALP (1, 3
e 7d), gPCR (alp e ocn), e ARS. Todos os grupos foram viaveis e induziram
ALP, ARS e expressdo génica, destacando os materiais CSCR Nb,Os e
Biodentine. Desta forma, os materiais apresentam potencial biologico para ser
usado na endodontia. Estudos adicionais devem ser realizados, especialmente
para 0s materiais experimentais.

Palavras chave: Genotoxicidade, Técnicas de cultura de célula, Endodontia.



ABSTRACT

Gomes-Cornélio AL. Cytotoxicity, genotoxicity and bioactivity of experimental
calcium silicate based cements with different radiopacifiers, Biodentine and
MTA Plus sealers. [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia
da UNESP; 2015.

Calcium silicate-based cements are studied as reparative materials. This study
was divided into 4 chapters: In the first, cytotoxicity (MTT and apoptosis) and
genotoxicity (Comet assay) were evaluated in Saos-2 for: Pure calcium silicate-
based (CSC); Modified (CSCM); resin-based (CSCR1, CSCR2, CSCR3). In the
Viability assay, CSC and CSCR3 (50mg/mL) showed lower cell viability.
CSCR1, CSCR2, CSCR3 showed more apoptosis. Only CSC and CSCR2 were
not genotoxity in 10mg/mL (P<0.05). Chapter 2, CSCM and CSCR2 were
associated with radiopacifiers: zirconium oxide and niobium oxide (micro and
nano), bismuth oxide and calcium tungstate. MTA was used for the control of
cytotoxicity and bioactivity tests. All were viable and showed similar apoptosis
(1:8). Necrosis was superior (P<0.05). CSCM and CSCR induced alkaline
phosphatase (ALP) and ARS. Chapter 3, was compared Biodentine (Septodont),
MTA Plus (Avalon), CSCRs ZrO, and Nb,Os, on cytotoxicity and genotoxicity.
In MTT (1, 3 and 7 days) all were similar. In the gPCR, BAX was expressed by
CSCRs (3d). MTAP and CSCR ZrO, expressed in 5 days. For BCL2 gene (3
and 5d) only MTAP and CSCR Nb,Os (5d). In genotoxixity assay, all (1:2 and
1:8) were similar (P<0.05). Chapter 4, we evaluated the same materials in Saos-
2 bioactivity: MTT, cell proliferation, ALP (1, 3 and 7d), gPCR (alp and ocn)
and ARS. All groups were viable and induced ALP, ARS and gene expression,
particularly CSCR Nb,Os and Biodentine. Therefore, the biological materials
has the potential to be used in endodontics. Additional studies should be
conducted, especially for experimental cements. Additional studies should be
conducted, especially for experimental cements.

Key- words: Genotoxicity, Culture cells technique, Endodontics.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O MTA (Agregado Tridxido Mineral) é considerado o material de escolha para
tratamento de perfuraces e obturagdo retrograda, além de outras indicagdes por apresentar
excelente propriedade biolégica>, sendo considerado um material reparador. Finas particulas
de silicato tricélcio, tricélcio de aluminio, oxido tricalcio, 6xido de bismuto e outros 6xidos
minerais constituem o p6 do MTA que endurece quando manipulado em 4gua*’. No entanto, a
consisténcia fluida e elevado tempo de presa dificultam seu uso clinico. Varios estudos
demonstram que as propriedades fisico-quimicas e biolégicas do MTA e cimento Portland
(CP) séo semelhantes'’#"%*°_ Ambos apresentam boa resposta tecidual, habilidade seladora,
além de ndo serem citotdxicos e genotdxicos™*%. Assim, o CP é sugerido como alternativa

para composi¢do de materiais reparadores.

Para aumentar a plasticidade, facilitando o manuseio do material, aditivos podem ser
acrescidos ao cimento Portland (CP) ou a0 MTA®. Diferentes formulacdes de CP branco com
formulagbes modificadas visam aperfeicoar a consisténcia e adesdo do material. Adicdo de
aceleradores de presa, como o cloreto de célcio- CaCl,* e intensificadores de viscosidade sdo
tentativas para aperfeicoar o manuseio do MTA e derivados®.

Apesar da similaridade na composi¢do dos cimentos MTA e Portland, existe a
preocupacdo quanto & presenca de metais pesados®, para indicagdo de seu uso clinico®*. A
liberacéo do arsénio, entre outros metais pesados tem sido estudada, tanto para 0 MTA quanto
para o CP. A avaliagdo do MTA branco e cinza quanto a liberacdo de metais pesados por
meio de espectrofotometria de absorcdo atémica, demonstrou niveis compativeis dos mesmos
em algumas marcas comercialmente disponiveis no mercado®. O cimento Portland também
demonstrou liberacdo pequena de arsénio'®, sendo semelhante a0 MTA. Niveis de arsénio
elevados para os cimentos Portland e MTA, provavelmente ndo seriam compativeis com a
biocompatibilidade em culturas de células e em estudos com animais®®?*#. Outros achados

13
l.

corroboram com Duarte et a ressaltando a presenca de arsénio em quantidades

minimas'"*.
CP e Cimentos de silicato de calcio puros (CSC) ndo apresentam radiopacidade
suficiente para observacdo radiografica, sendo necessario o acréscimo de um agente

radiopacificador na composi¢do. Agentes radiopacificadores alternativos em substituicéo ao
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6xido de bismuto presente no MTA tém sido estudados. Duarte et al.?’

(20), avaliaram
diferentes agentes radiopacificadores (6xido de bismuto, Oxido de zinco, subnitrato de
bismuto, carbonato de bismuto, sulfato de béario, iodoférmio, tungstato de célcio e éxido de
zircbnio) os quais demonstraram maior radiopacidade que a da dentina, com potencial para
adicdo ao cimento Portland como agente radiopacificador. Camilleri et al.* (21) também
investigaram  propriedades fisicas do cimento Portland com diferentes agentes
radiopacificadores como bismuto, ouro e prata e concluiram que todas as combinag6es foram

similares ao MTA.

Entretanto, a possibilidade de interferéncia dos radiopacificadores com as
propriedades fisico-quimicas e biocompatibilidade dos novos cimentos devem ser
investigadas. Coomaraswamy et al.” investigaram o efeito do radiopacificador 6xido de
bismuto nas propriedades fisicas do CP e concluiram que a adicdo deste radiopacificador
resultou na deterioragéo da estabilidade mecanica e aumento da porosidade. Isso pode alterar
a longevidade do material, comparado ao CP puro. Desta maneira, agentes radiopacificadores
alternativos tém sido estudados. Gomes-Cornélio et al.®® avaliaram a citotoxicidade do
cimento Portland associado a diferentes agentes radiopacificadores em 2 linhagens celulares:
mPDL e ROS17/2.8. As associa¢fes do cimento Portland com 6xido de bismuto, éxido de
zirconio e tungstato de calcio foram avaliadas por meio da viabilidade, deteccdo de
apoptose/necrose e morfologia celular. Puderam concluir que CP com diferentes agentes
radiopacificadores avaliados podem ser boas alternativas para uso em substituicdo ao MTA.

Cutajar et al.” e Camilleri et al.® investigaram a substituicio do radiopacificador 6xido
de bismuto, presente no MTA, por oxido de zirconio (ZrO,) em associacdo ao CP. Em
relacdo a resisténcia a compressdo, tempo de presa, absor¢do de agua e solubilidade, o CP
acrescido de 30% de ZrO, resultou numa 6tima combinagdo quando comparado ao ProRoot
MTA? (21). Camilleri et al.® avaliaram os produtos de hidratacéo de CP acrescido de 30% de
ZrO, através da andlise de energia dispersiva de raios-x (EDX) e observaram que houve
liberacdo de ions calcio nos produtos de hidratagdo que reagiram com fosfatos presentes nos
fluidos dos tecidos simulados HBSS (Solugdo salina balanceada de Hank) resultando em
aumento do pH e bioatividade para o cimento.

Além da possibilidade de substituicdo do 6xido de bismuto do MTA pelo ZrO,, seu
uso na forma nanoparticulada tém sido estudado. Liu et al.*, demostraram a bioatividade e

citocompatibilidade de filmes de Zr nanoestruturados por meio da formacéo de apatita sobre a
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superficie, e adesdo das células tronco da medula 6ssea (BMSSC). Particulas de zirconia
(Zr0O,) e sulfato de bario (BaSO,) foram introduzidos em uma solucdo de monémero de metil
metacrilato (MMA) com polimetil metacrilato (PMMA) durante as polimerizacGes no
desenvolvimento de novos cimentos 6sseos. Os resultados in vitro mostraram que a densidade
dos osteoblastos foram maiores em cimentos 0sseos contendo particulas de ceramica de
BaSO, em relacdo ao controle (cimento sem modificacdo). Além disso, os resultados
mostraram impacto positivo com a adi¢cdo de nanoparticulas sobre as propriedades fisicas,
mecanicas e bioldgicas dos cimentos para aplicacdes ortopédicas™®.

Outro elemento quimico estudado para melhorar radiopacidade e propriedades
bioldgicas de materiais € o niébio (Nb,Os), o qual tem sido utilizado em ligas de titanio de
implantes enddsseos devido a sua excelente biocompatibilidade e resisténcia superior a
corrosdo e desintegracdo™®. As estruturas da superficie de biomateriais com topografias de
tamanho nano séo dispositivos apropriados para influenciar as interacGes celulares, tais como
a adesdo dos osteoblastos. Ferramentas nanotecnoldgicas tais como estruturas de superficie,
particulas e revestimentos finos oferecem meios promissores para proporcionar ambientes
fisioldgicos para células de tecido em contato com implantes'®. Oxido de niébio micro e
nanoparticulado foram avaliados quanto a citotoxicidade, radiopacidade e producdo de
fosfatase alcalina (ALP) por Saos-2 e obtiveram bons resultados, demostrando aumento da
viabilidade com o passar dos periodos, radiopacidade dentro das normas ISO e ainda
producdo de ALP, o que demostra bioatividade aos materiais™.

1.*° estudaram Oxido de nidbio e 6xido de zirconio nas formas micro e

Viapiana et a
nanoparticuladas na bioatividade e composi¢cdo quimica de cimentos a base de CP, e
demonstraram que os radiopacificadores aumentarem o pH e a liberagdo de célcio, com

destaque 0 Nb,Os.

Considerando a avaliagdo de propriedades bioldgicas dos materiais a base de Portland,
Ribeiro et al.*?, realizaram testes de biocompatibilidade in vitro do MTA e cimentos Portland
cinza e branco usando o teste cometa e o teste azul de trypan, em células de linfomas de ratos.
Os resultados do teste cometa revelaram integridade no DNA depois do tratamento com 0s
cimentos para concentragOes acima de 100 pg/ml. Os resultados mostraram que nenhum dos
compostos testados foram citotoxicos. Esses resultados parecem indicar que os cimentos
MTA e Portland ndo sdo genotéxicos e ndo induzem a morte celular. Braz et al.? avaliaram

através do teste cometa a genotoxicidade em linfécitos primarios humanos, depois da
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exposicdo a alguns agentes radiopacificadores isoladamente, e puderam concluir que todos os
radiopacificadores estudados (sulfato de bario, éxido de zirconia e O0xido de bismuto) ndo

induziram nenhum dano ao DNA.

O MTT (3-(4,5-dimethyl-thiazoyl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) é um teste
padréo, simples e rotineiro para avaliar a citotoxicidade de novas formula¢es de materiais em
cultura de células®. Jafarnia et al.?®, avaliaram a citotoxicidade do MTA, através do teste
MTT, empregando Varios aditivos na mistura fresca ou endurecida do material, com o intuito
de melhorar as caracteristicas de manuseio do MTA. Os aditivos testados incluiram agua
estéril, solucdo salina, 5% CaCl,, Gel KY, 2% de lidocaina com 1:100.000 epinefrina
(Xylocaine), e 3% de gel NaOCI. Fibroblastos de ratos (L929) foram cultivados e expostos ao
MTA por 24, 48, e 72 horas. Células sem tratamento serviram como grupo controle. Para o
MTA solidificado, ndo houve diferengas significantes quanto a viabilidade celular entre os
varios aditivos por cada periodo testado. O grupo do cimento MTA fresco acrescido de gel
3% NaOCl, foi o que demonstrou menor viabilidade celular que todos os outros grupos. MTA
branco e cinza tiveram resultados similares. Este estudo mostrou que os varios aditivos nao

tiveram efeito na citotoxicidade do MTA guando tomado presa.

Um novo material a base de resina epdxi e cimento Portland (EPC) foi avaliado
quanto a radiopacidade e citotoxicidade por meio de ensaio MTT, comparado aos cimentos
MTA e AMTA (AH Plus + MTA). Além de adequada radiopacidade, o material EPC
demostrou viabilidade frente aos fibroblastos humanos, apds contato de 72 horas com 0s
extratos obtidos de diferentes periodos®.

Gorduysus et al.??, estudaram a citotoxicidade, inducdo apoptética ou necrose, e
andlise do ciclo celular nos fibroblastos do ligamento periodontal humano (PDL) tratados com
quatro diferentes materiais endodonticos: MTA ProRoot (MTA/Denstsply; Tulsa Dental,
Memphis, TN), Diaket (ESPE, Seefeld, Germany), Endion (VOCO, Cuxhaven, Germany), e
CYMED 8410 (NANO, Kaohsiung, Taiwan). A viabilidade dos fibroblastos (PDL) foi
determinada pela analise MTT e ensaio azul de trypan. Expostos aos materiais por 24, 48 e 72
horas os resultados para 0 MTA néo foram significativamente diferentes comparado com o
controle. Entretanto, com Diaket, Endion, e CYMED 8410 houve citotoxicidade e reducdo do
numero de células vidveis comparado ao controle. Quanto ao ensaio de apoptose e ciclo

celular, a marcagédo com V-FITC/PI mostrou que Diaket, Endion, e CYMED 8410 induziram
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as maiores porcentagens de apoptose e/ou necrose que o controle, sugerindo assim somente

biocompatibilidade para 0 MTA.

Além de novas formulagdes e adi¢do de aceleradores e resinas nos cimentos, dois
novos cimentos comerciais foram introduzidos no mercado, com indicacfes e caracteristicas
similares a0 MTA: Biodentine (Septodont) e MTA Plus (Avalon). Biodentine, € um material a
base de silicato de célcio, silicato dicélcio, 6xido de calcio, carbonato de célcio e o que difere
é o radiopacificador utilizado: éxido de zirconio. O liquido do material contém cloreto de
calcio, que reduz o tempo de presa®’. MTA e Biodentine mostraram respostas semelhantes
guando a resposta inflamatdria foi avaliada, através da expressdo de citocinas IL-1 e IL-6
apos 3 e 24 horas de contato direto com os materiais. No teste de viabilidade Alamar blue,
entre os periodos de 3, 6, 24 e 72 horas, apenas em 6 horas a viabilidade de ambos os
materiais cairam, havendo uma recuperacdo logo em 24 horas. Ainda, imagens de
microscopia eletrdnica de varredura, revelaram que o Biodentine foi o Unico que se
assemelhou com o controle (células ndo tratadas), com células bem espalhadas e ligadas ao
substrato cobrindo quase toda a superficie do material®. Outro material, também a base de
silicato de célcio é o MTA Plus (MTA P). A composi¢do do MTA P ¢é baseada em silicatos de
calcio, com particulas finas®. A citotoxicidade e o tipo de morte celular por apoptose ou
necrose atraves da citometria de fluxo foram avaliadas para os cimentos MTAP e MTA
branco e cinza em contato com células tipo odontoblastdides de ratos. O teste MTT, revelou
que apesar do MTA cinza mostrar melhor viabilidade que o MTA branco, todos os materiais
foram biocompativeis. Ja na analise de apoptose/necrose por citometria de fluxo, MTA P
resultou em maior porcentagem de células viaveis que MTA ProRoot em ambas as versoes,
branca e cinza, além disso, ambos 0s materiais revelaram maior porcentagem de apoptose que
necrose, sugerindo ser a causa da citotoxicidade inicial dos materiais, mantendo assim as

membranas nucleares intactas®.

Além de ndo demostrarem citotoxicidade e genotoxicidade, 0s cimentos
retrobturadores devem promover reparo dos tecidos periapicais estimulando a proliferacdo e
atividade de células como cementoblastos e osteoblastos. Diversos estudos comprovam
efeitos bioldgicos do MTA na reparacdo dos tecidos periradiculares, inclusive no aumento da
expressao génica de proteinas da matriz 6ssea como colageno do tipo | (COLI), osteocalcina
(OCN), osteopontina (OPN), fosfatase alcalina (ALP) e proteinas morfogenéticas dsseas
(BMPs) que desempenham funcdes importantes na osteogénese e odontogénese®*®°2. Yan P.

51
l.

et al.”> estudaram além da citotoxicidade, o potencial dos cimentos MTA e Bioaggregate na
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diferenciacdo de fibroblastos do ligamento periodontal humano através dos testes MTT e PCR
sobre genes envolvidos na mineralizacdo: colageno tipo | (coll) e fosfatase alcalina (alp).
Concluiram que os cimentos ndo demostraram citotoxicidade e permitiram a diferenciacéo
osteogénica dos fibroblastos humanos. Tambeém demonstrando bioatividade em relagdo a
expressdo de proteinas extracelulares da matriz 6ssea, Tani-Ishii et al.*® avaliaram a expressao
génica dos marcadores moleculares COLI, OCN e sialoproteina 6ssea (BSP) sobre 0 MTA em
células osteoblasticas de ratos (MC3T3) e, confirmaram que além de biocompativel, 0 MTA

induz a expressdo de genes fundamentais na formacao da matriz 6ssea.

Além de ndo provocarem citotoxicidade em células HDPCs (células pulpares
humanas), Biodentine e MTA estimularam a producdo de ALP, deposicdo de nddulos de
mineralizacéo e aumento de marcadores da diferenciacio odontoblastica®. Ainda, Biodentine
foi considerado biocompativel e bioativo capaz de estimular a proliferacdo, migracéo e adesdo
das células hDPSCs (células da polpa humana) obtidas de 3°s molares, eventos importantes

para a manutencio da homeostase do tecido e regeneracio de 6rgaos e tecidos lesionados®.

Visto que ainda ndo ha um material retrobturador e de reparo que preencha todos 0s
requisitos fundamentais, ha uma constante busca por novas formulagdes e cimentos, com
caracteristicas fisico-quimicas satisfatérias, mas uma adequada biocompatibilidade e
bioatividade, para o sucesso clinico. Testes in vitro sdo uma das primeiras etapas para testar
novas formulagcbes, ja que nos ddo informagbes importantes quanto a citotoxicidade e

genotoxicidade***°

, contribuindo com testes futuros in vivo, e ainda permite-nos avaliar o
potencial osteoindutor, e capacidade de induzir mineraliza¢do, de uma forma mais acessivel, e

com menor custo, e possibilidade de reprodugéo.

Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar propriedades citotoxicas, genotoxicas e
bioatividade de cimentos a base de CSC branco e de suas modificagdes, alem da adi¢do de
diferentes agentes radiopacificadores — 6xido de zirconio (ZrO,), 6xido de nidbio (Nb,Os) nas
formas micro (1) e nanoparticuladas (n); oxido de bismuto (Bi20s) e tungstato de calcio
(CAWOQ,). Ainda, foi proposta a comparagdo com dois novos cimentos a base de silicato de
calcio Biodentine e MTA Plus em cultura de células osteoblésticas humanas Saos-2.
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2 PROPOSICAO

Objetivo Geral

1. Avaliar a citotoxicidade e biotividade in vitro de novas formulagdes de cimentos a
base de silicato de calcio puros e/ou associados a diferentes agentes
radiopacificadores, e comparar os de melhor resposta, aos materiais comerciais:

Biodentine e MTA Plus nas células osteoblasticas humanas Saos-2.

Obijetivos Especificos

1. Avaliacdo da viabilidade por meio do teste MTT, ensaio de apoptose/necrose pelo kit
Annexin/FITC/PI, e genotoxicidade por teste Cometa de 5 grupos de cimentos a base
de silicato de calcio puros: Cimento de silicato de célcio puro (CSC), Cimento de
silicato de célcio modificado (CSCM), Cimento de silicato de calcio resinoso 1
(CSCR1), Cimento de silicato de célcio resinoso 2 (CSCR2), Cimento de silicato de
calcio resinoso 3 (CSCR3) em células osteoblaticas humanas Saos-2.

2. Avaliacdo de dois cimentos de silicato de célcio escolhidos em estudo anterior (CSCM
e CSCR2) acrescidos de diferentes agentes radiopacificadores: Oxido de zirconio nas
formas micro e nano (UZrO;; nZr0O,), 6xido de nidbio nas formas micro e nano
(UNb2Os; nNb20s), além do 6xido de bismuto (Bi,O3) e tungstato de calcio (CAWO,)
na viabilidade celular de Saos-2 pelo ensaio MTT, Apoptose/necrose por citometria de
fluxo, e ensaios de fosfatase alcalina (ALP) e nddulos de mineralizagcdo por meio de
vermelho de Alizarina (ARS).

3. Avaliacdo do cimento de silicato de calcio resinoso acrescido de 6xido de zirconio e
oxido de niébio (CSCR ZrO,; CSCR Nb,Os) comparando-os a dois cimentos
comerciais: Biodentine e MTA Plus na citotoxicidade e genotoxicidade de Saos-2 por
meio dos ensaios de MTT, qPCR (genes BAX e BCL?2) e teste Cometa.
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4. Auvaliacéo do cimentos de silicato de célcio resinosos acrescido de 0xido de zirconio e
oxido de niébio (CSCR ZrO,; CSCR Nb,Os) comparando-os a dois cimentos
comerciais: Biodentine e MTA Plus na bioatividade de Saos-2 por meio dos ensaios
de MTT (24h), Proliferacdo celular, ALP, ARS e qPCR com os genes alp e ocn.
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3 CAPITULO 1

Citotoxicidade e genotoxicidade de cimentos a base de silicato de célcio em

linhagem osteoblastica*

* Artigo submetido para publicacdo em periédico Clinical Oral Investigation.

Resumo

Obijetivo: Além do Mineral Tridxido Agregado (MTA), biomateriais a base de silicato de
calcio sdo desenvolvidos. O objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade
e apoptose/necrose das celulas osteoblésticas humanas (Saos-2) em cimentos a base de
silicato de caélcio puro (CSC) e formulagbes modificadas: Cimento de silicato de célcio
modificado (CSCM); CSC resinoso 1 (CSCR1); (CSCR 2; CSCR3). Material e Métodos:
Apo6s manipulacdo, os materiais foram mantidos com meio de cultura. Ap6s 24 horas de
exposicdo, foram realizados testes MTT, apoptose/necrose por citometria de fluxo e teste
Cometa. O Controle negativo (CT-) foi realizado com células sem tratamento e como CT+ foi
usado o perdxido de hidrogénio. Os dados de MTT e apoptose foram submetidos a analise de
variancia e Bonferroni (P<0.05) e para analise do ensaio Cometa foi usado Kruskal-Wallis e
Dunn (P<0.05). Resultados: No ensaio MTT, ndo houve diferenca estatistica entre os
materiais nas concentracbes de 2 e 10mg/mL. Na maior concentragédo (50mg/mL), CSC e
CSCR3 apresentaram menor viabilidade. No ensaio de apoptose em 24 horas, CSCR1,
CSCR2 e CSCR3 mostraram maior porcentagem de apoptose inicial que o controle. No teste
Cometa, na concentracdo de 2mg/mL, os cimentos ndo apresentaram genotoxicidade. Em
10mg/mL, CSC e CSCR2 também nédo foram genotdxicos. Conclusdo: Todos os materiais
experimentais mostraram viabilidade por MTT. CSC e CSCR2 apresentaram melhor resposta
na apoptose e genotoxicidade com potencial para uso como materiais reparadores. Relevancia
clinica: Novas formulagdes de materiais & base de silicato de calcio mostram potencial para

desenvolvimento de materiais reparadores.
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Abstract

Objective: In addition to Mineral Trioxide Aggregate (MTA), other calcium silicate-based
biomaterials have been developed. The aim of this study was to evaluate the cytotoxicity,
genotoxicity on, and apoptosis/necrosis in human osteoblast cells (SAOS-2) of pure calcium
silicate-based (CSC) cements and the following modified formulations: Modified calcium
silicate-based (CSCM); and resin-based (CSCR1); (CSCR 2); and (CSCR3) cements.
Materials and Methods: After manipulation, the materials were kept in culture medium. After
24 hours of exposure, MTT, apoptosis/necrosis tests were performed by flow cytometry and
Comet assay. The Negative Control (CT-) was performed with cells without treatment and as
CT+, hydrogen peroxide was used. The data of MTT and apoptosis were submitted to
analysis of variance and Bonferroni (P<0.05) and for the Comet assay analysis Kruskal-Wallis
and Dunn tests (P<0.05) were used. Results: In the MTT test, there was no significant
difference among the materials at the concentrations of 2 and 10mg/mL. At higher
concentration (50mg/mL), CSC and CSCR3 showed lower cell viability. In the apoptosis test
in 24 hours, CSCR1, CSCR2 and CSCR3 showed a higher percentage of initial apoptosis than
the control. By Comet assay, at the concentration of 2mg/mL, the cements showed no
genotoxicity. At 10mg/mL, CSC and CSCR2 were also not genotoxic. Conclusion: All
experimental groups showed viability by MTT. CSC and CSCR2 presented the best response
in apoptosis and genotoxicity, with potential for use as reparative materials. Clinical
Relevance: New formulations of calcium silicate-based materials showed potential for

development for use as reparative materials.
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Introducéo

O MTA (Mineral Trioxido Agregado) é um material reparador ndo citotoxico e com
excelente propriedade biologica [1]. Finas particulas de silicato tricélcio, tricalcio de
aluminio, 6xido tricalcio e outros 0xidos minerais, além do 6xido de bismuto que promove
radiopacidade ao cimento, constituem o p6 do MTA que toma presa quando manipulado em
agua [2]. Varios estudos demonstram que as propriedades fisico-quimicas e biolégicas do
MTA e cimento Portland (CP), cimento a base de silicato de calcio (CSC) sdo semelhantes [3-
5]. Ambos apresentam boa resposta tecidual, e ndo séo citotoxicos e genotoxicos [6,7].

A consisténcia fluida e granular do MTA e o seu elevado tempo de presa dificultam o
uso clinico. Para aumentar a plasticidade de cimentos de silicato de calcio, facilitando o
manuseio do material, aditivos sdo utilizados [8]. Diferentes formulagfes deste cimento com
modificagdes por meio de aditivos e resinas sao propostos para aperfeicoar a manipulagéo e
consisténcia do cimento, dando origem a cimentos de silicato de calcio modificados (CSCMs)
e cimentos de silicato de calcio resinosos (CSCRs). A adicao de 2% e 5% de cloreto de célcio
no cimento Portland mostrou melhores tempos de presa e biocompatibilidade semelhante ao
MTA [9]. Uma nova proposta de material retrobturador, a base de resina epdxi e cimento
Portland, denominado EPC, apresentou adequada radiopacidade, menor tempo de presa
comparado ao MTA, baixa infiltragdo e baixa citotoxicidade nos testes MTT e morfologia
celular por microscopia de fluorescéncia [10]. Tambeém a base de éxidos de célcio e silicato
de célcio, surge recentemente o cimento CEM (mistura de célcio enriquecida), semelhante ao
MTA, como excelente propriedade antibacteriana e formagao de hidroxiapatita apos presa. A
genotoxicidade e citotoxicidade do CEM foi avaliada em comparacdo ao MTA, mostrando
uma citotoxicidade semelhante ao MTA, e genotoxicidade adequada pelo teste Cometa [11].

As propriedades bioldgicas de novas formulagdes de cimentos devem ser estudadas
para possivel aplicacdo na &rea odontoldgica. Por serem utilizados em contato com tecidos
periodontiais ou pulpares, os materiais reparadores ndo devem apresentar citotoxicidade ou
genotoxicidade, favorecendo o processo de reparo [12,13].

O teste MTT (3-(4,5-dimethyl-thiazoyl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromide) é um ensaio
padrdo para avaliacdo de citotoxicidade de materiais em cultura de células. O processo de
morte celular relacionada ao contato com materiais € importante. A apoptose representa um
mecanismo fisioldgico de morte celular programada. Necrose significa morte celular por uma
lesdo celular excessiva, decorrente normalmente de um estimulo externo [14]. Assim, testes

de genotoxicidade podem ser definidos como testes in vitro e in vivo concebidos para detectar
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compostos que induzem danos genéticos, incluindo danos no DNA, mutacao de genes, quebra
de cromossomos, reparacdo de DNA alterado e transformacéo celular [15].

A integridade no DNA depois do tratamento de células pelos cimentos MTA e
Portland para concentra¢es acima de 100ug/ml tem sido demonstrada [7]. Zeferino et al.
[16] também demostraram que os cimentos Portland e MTA acrescidos de 15% de Oxido de
bismuto ndo apresentaram cito e genotoxicidade quando expostos aos fibroblastos através do
teste azul de trypan e teste cometa, respectivamente. Resultados semelhantes com o cimento
Portland mostraram que nenhum desses materiais foram citotoxicos quando avaliados
sozinhos ou em associagdo com agentes radiopacificadores [17,18].

A proposta deste estudo foi investigar através do teste Cometa se as novas
formulacdes de cimentos a base de silicato de calcio puro e modificados, induzem a quebra do
DNA ou algum outro tipo de dano em células de osteosarcoma humano (SAQS-2). Para
monitorar os efeitos citotdxicos, o ensaio MTT e ensaio de apoptose foram realizados na

presenca dos mesmos extratos dos cimentos avaliados em diferentes concentragdes.

Material e Métodos

Cultura de células

Células osteoblasticas humanas (Saos-2 ATCC HTB-85) foram cultivadas em frascos
T-75 (Corning, Union City, CA) 22ubstit meio DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium-
Sigma/Aldrich), suplementado com 10% Soro fetal bovino (FBS), penicilina (100 1U/mL) e
estreptomicina (100 mg/mL) até a confluéncia. As células foram cultivadas 3 vezes por
semana a 37°C, 95% umidade, 5% CO,. As células em fase logaritima de crescimento foram
destacadas através de uma mistura de tripsina/EDTA (0.25%)(Sigma/Aldrich) a 37°C por 3

minutos.

Preparo dos extratos

Seguimos a metodologia descrita por Gomes-Cornélio et al. [18]. Foram pesados 1g
de cada cimento experimental e manipulados com &gua destilada em suas devidas proporcées
em placas de vidro estéreis (Tabela 1). Apds a manipula¢do, os materiais foram novamente
pesados (1g) e acondicionados em tampas de tubo Falcon de 50mL. Todos os materiais
devidamente identificados e embebidos com gaze estéril umedecida foram levados ao fluxo

laminar onde permaneceram por 30 minutos na luz UV para prevengdo de contaminacao.
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Ap0ds este periodo, os tubos Falcon foram preenchidos com 10mL de meio de cultura DMEM
com 10% FBS e as tampas encaixadas em cada tubo vertido, de modo que os materiais
entrassem em contato com o meio de cultura por 3 horas em estufa a 37°C, 95% umidade e
5% CO,. Trés eluidos foram preparados apds o contato dos materiais com 0 meio de cultura:
50mg/mL; 10mg/mL e 2mg/mL antes da exposigéo celular.

Ensaio MTT

O ensaio é baseado na habilidade da enzima desidrogenase mitocondrial em converter
o sal que tem a cor amarela e é solivel em &gua 3-(4,5-dimethyl-thiazoyl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide (MTT; Sigma Chemicals, St. Louis, MO) em compostos coloridos de
formazan, cuja absorbancia é proporcional a quantidade de células vivas. Foram plaqueadas 2
x 10° céls/mL em placas de cultura de 24 pogos em triplicata.

Apo6s 24 horas em cultura celular com os 3 diferentes eluidos dos cimentos e
controles, (C+: perdxido de Hidrogénio 3% e C-: Controle negativo, células sem tratamento)
os eluidos foram aspirados e 23ubstituidos por 900ul de D-MEM acrescidos de 5mg/mL de
sal MTT, e as placas, incubadas por adicionais 3 horas em estufa a 37°C, 95% umidade e 5%
CO,. Apos este periodo, cada pogo foi lavado com 1mL de tampdo fosfato (PBS 1X) e
aspirados. Foi adicionado 500ul de alcool isopropilico acificado (Hcl: isopropylalcohol,
0.04N) ao extrato para solubilizar os cristais de formazan. As amostras foram transferidas
para placa de 96 pocos em triplicata para leitura e a densidade optica (OD) 570nm foi
mensurada em leitor de microplacas automatico (EIx800; Instrumentos Bio-Tek, Winooski,
V).

Ensaio Cometa
Preparo das laminas

Foram plaqueadas 2 x 10° céls/mL em placas de cultura de 24 pogos em triplicata.
Apo6s 24 horas, as células foram expostas aos 3 diferentes eluidos de cada cimento
experimental e controles e mantidas por adicionais 24 horas em estufa a 37°C, 95% umidade e
5% CO, O experimento foi baseado na técnica descrita por Sigh et al. [19]. Apds o
tratamento das células com os diferentes eluidos dos cimentos, 200ul de tripsins/EDTA
0.25% (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD) foi adicionada a cada pog¢o da placa durante 2
minutos para descolamento das células. Apds a centrifugacdo (2000 rpm/3min), cada grupo de
células foi resuspendido em 200ul de agarose LMP (Lowmelting point, Sigma/Aldrich, St
Louis, MO) e transferidos para laminas recém-preparadas com 1,5% agarose (Sigma/Aldrich,
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St Louis, MO). As laminas foram mergulhadas em solucdo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA
100mM, Tris 10mM/ 1% Triton X-100, 10% DMSO) e mantidas a 4°C overnight.

Eletroforese

As laminas j& preparadas foram organizadas na cuba de eletroforese horizontal,
deixando por 20min na solugéo de eletroforese (10mL 0,2M EDTA + 60mL 10M NaOH,
pH13, e milliQ H,0 até completar 2000mL) para o relaxamento do DNA. A fonte foi regulada
para 25 volts e a corrida realizada por mais 20 minutos. As laminas foram removidas e
mergulhadas na solucdo de neutralizacdo (0,4M Tris pH7,5) por 15 minutos, fixadas em

etanol puro e deixadas em temperatura ambiente para secagem.

Coloracéo e Andlise

Para corar as laminas, 80ul de Brometo de Etidio (0,02mg/mL) foi adicionado e as
leituras foram imediamente realizadas em microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse 50i-
H550S) em aumento de 400x. Foram contadas 100 células/ grupo, fotografando cada campo
escolhido. As imagens foram analisadas no programa Comet Score e analisadas
estatisticamente atraves do programa Graphpad Prism 5.03. As células contadas foram
analisadas comparando o mesmo grupo de materiais em relagdo aos controles positivo e

negativo. Para o controle positivo foi utilizado o perdxido de hidrogénio (0,001M).

Ensaio de Apoptose

Foram plaqueadas 1x10° células SAOS-2 apds o contato com os eluidos dos cimentos
(10mg/mL) em placas de cultura de 24 pogos. O teste foi realizado atraves do kit FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences, Pharmingen, San Jose, CA) no
periodo de 24 horas. Em seguida, as células foram lavadas e coletadas dos pogos das placas de
cultura com reagente ndo enzimético (Cell dissociation buffer- Gibco/Life Tecnologies),
ressuspendidas em tampéo Binding Buffer 1X (0.1M Hepes/NaOH; 1.4M NacCl; 25mM CaCl,
— pH: 7.4) e coradas com os marcadores para apoptose: FITC Annexin V e/ou Pl (Propidium
lodide Staining Solution)- 50ug/mL, além dos controles ndo marcados e controle positivo
(Camptotecina 1mM- Sigma/Aldrich). Todos os tubos eppendorfs foram incubados por 15
minutos em ambiente escuro e adicionados 400ul de Binding Buffer 1X em cada amostra. As
analises foram realizadas em Citdmetro de fluxo (BD FACS Verse 4C) de acordo com 0s
parametros do kit: Células viaveis (FITC-/ Pl-); Células em apoptose inicial (FITC+/ PI-);
Células em apoptose final (FITC+/ Pl+) e Necrose celular (FITC+/ Pl+).
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Resultados

2. Ensaio de viabilidade celular- MTT

Os cimentos avaliados apresentaram biocompatibilidade, com resultados semelhantes

ao controle negativo (P<0.05), exceto CSC 50mg/mL e CSCR3 10mg/mL conforme figura 1.

3. Ensaio Cometa

Todos os CSCs avaliados, com excegdo do CSC puro, apresentaram genotoxicidade na
concentracdo de 50mg/mL em relacdo ao controle. Ja na concentracdo de 10mg/mL,
destacaram-se 0 CSC e CSCR2 que nédo apresentaram genotoxicidade quando comparados ao
controle negativo. E na ultima concentragdo de 2mg/mL, todos os cimentos, exceto CSCM,

foram similares ao grupo controle negativo (P<0.05). Figura 2.

4. Ensaio de Apoptose- coloracdo com Annexin-V-FITC/PI

Histogramas foram utilizados para representar a porcentagem de células osteoblasticas
(Saos-2) viaveis, em estagio inicial e final de apoptose e necrose em 24 horas. Em relagdo a
viabilidade celular, os grupos CSCR1 e CSCR2 mostraram semelhanca com o controle
negativo (células sem tratamento), diferente do CSCR3, onde a viabilidade foi diminuida
(P<0.05). Os grupos CSC e CSCM apresentaram valores de viabilidade ligeiramente
superiores ao controle negativo. Foi observado que na fase de apoptose inicial, todos os
grupos se mostraram diferentes do controle negativo, com maiores porcentagens que este,
sendo o grupo CSCR3 com a maior taxa de apoptose inicial (P<0.05). Na apoptose tardia e/ou
necrose ocorreu o inverso, sendo 0 controle negativo superior aos grupos experimentais
(P<0.05). Figura 3 (A,B,C).

Discussao

Aditivos tém sido incorporados ao cimento Portland com o intuito de melhorar suas

caracteristicas fisico-quimicas, assim como novos cimentos a base de silicato de calcio tem

sido estudados [20,21]. Deste modo, alguns cimentos de silicato de célcio modificados e



26

resinosos podem apresentar potencial para uso clinico. O CSCM é um cimento de silicato de
calcio modificado, que contém agregados minerais, aditivos e pigmentos. Ainda, 0s cimentos
de silicato de calcio resinosos (CSCRs) apresentam na composicdo além de agregados
minerais, aditivos e pigmentos, componentes resinosos com a tentativa de melhorar a
manipulacdo e tempo de presa. Porém, a adi¢do de compostos nos cimentos, podem interferir
e/ou prejudicar suas propriedades bioldgicas e bioatividade [9].

A linhagem imortalizada de células osteoblasticas foi usada neste estudo pela sua
capacidade de reprodutibilidade, sendo escolhida para ensaios in vitro para novos materiais
endodonticos e retrobturadores devido a sua relacdo com o processo de reparo 0sse0 Nnos
tecidos [22-24]. Modareszadeh et al. [25] avaliaram a citotoxicidade e bioatividade do
material bioceramico Endosequence (Brasseler USA, Savannah GA) em células osteoblasticas
humanas (SAOS-2) relatando a importancia dessa célula no processo de mineralizacdo e
reparo. Gandolfi et al. [26] confirmam que cimentos a base de silicato de célcio e MTA séo
bons substratos para o crescimento de osteoblastos e induzem a proliferagdo celular mesmo
quando utilizado cimentos frescos, como realizado no presente estudo.

Os resultados obtidos, demonstram que 0s cimentos a base de silicato de calcio nao
apresentaram citotoxicidade, quando comparados ao controle positivo (peroxido de
hidrogénio 3%) e ficaram muito proximos ao controle negativo (células sem tratamento),
principalmente nas concentracdes de 10 e 2mg/mL. Resultados favoraveis para os cimentos a
base de silicato de calcio puros e/ou modificados associados ou ndo a agentes
radiopacidicadores tém sido observados [18,27,28]. Todavia, 0 ensaio MTT pode mostrar
resultado falso-positivo [29], sendo importante a realizacdo de outros testes de citotoxicidade.

Alguns estudos ja demostraram que 0 MTA néo induz apoptose e/ou necrose de forma
significativa em linhagens celulares distintas [30,31]. O experimento de citometria de fluxo
utilizando o kit FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences, Pharmingen,
San Jose, CA), analisou: células intactas; células em apoptose inicial, onde o FITC se liga a
fosfatidil serina (componente da membrana celular) que se encontra invertida em células neste
estagio; células em apoptose final e necrose, onde além da ligacdo positiva do FITC, o PI
(lodeto de propidio) se liga ao material genético da célula, ja que a membrana foi totalmente
lesada neste estagio de morte celular, permitindo a entrada do marcador. Gorduysus et al. [31]
utilizaram a mesma metodologia para avaliar o tipo de morte celular em diferentes materiais
endodonticos em fibroblastos humanos. MTA se comportou de forma muito semelhante ao

controle com altas porcentagens de células viaveis, porém os materiais testados (Diaket,
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Endion e CYMED 8410), induziram altas porcentagens de apoptose e necrose comparados ao
controle.

Os cimentos CSCR1 e CSCR2 foram semelhantes ao controle em relagéo a viabilidade
celular, diferente do CSCR3, com menor porcentagem de viabilidade celular (P<0.05). Os
grupos CSC e CSCM apresentaram valores de viabilidade superiores ao controle negativo
(P<0.05). Na fase de apoptose inicial, todos 0s grupos se mostraram estatisticamente
diferentes do controle negativo. Ja na apoptose tardia e necrose ocorreu o inverso, sendo o
controle negativo superior aos grupos experimentais (P<0.05). Sabendo que o estresse do
reticulo endoplasmatico causado por excesso de fons Ca*? pode levar a apoptose [32], esta
seria uma das explicagdes dos grupos tratados com diferentes cimentos a base de silicato de
calcio ter aumentado o processo de apoptose inicial de forma significativa. Eid et al. [33]
também acharam maior porcentagem de apoptose nos materiais a base de silicato de célcio
MTA Plus e MTA Angelus sugerindo que os sitios iniciais de danos irreversiveis por agentes
citotoxicos sdo extracelulares, enquanto que as membranas nucleares dessas células ainda
permanecem intactas.

O teste Cometa sugere a presenca de danos no DNA, quebra de cromossomos,
reparagdo de DNA alterado e transformagdo celular [17]. Entre os vérios pardmetros
calculados por este método, um dos indicadores de danos no DNA mais utilizados é o
comprimento da cauda do cometa, que é uma medida virtual calculada pelo sistema de analise
de imagem computadorizada considerando tanto a duragéo de migracédo do DNA na cauda do
cometa e a intensidade da cauda [34].

Os resultados deste estudo revelaram que na concentragéo de 10 mg/mL, os cimentos
CSC e CSCR2 se destacaram, ja que ndo apresentaram genotoxicidade quando comparados ao
controle negativo. Estes resultados para o CSC puro corroboram com outros estudos que
demonstram a biocompatibilidade do mesmo [16,17]. Os diferentes CSCs modificados
apresentaram bons resultados de viabilidade celular. Ainda, os resultados de genotoxicidade
observados puderam ser utilizados na selecdo dos materiais que ndo apresentaram
citotoxicidade as SAOS-2, com probabilidade de maior potencial para uso, sendo necessarios
estudos adicionais.

Frente a testes de citotoxicidade e genotoxicidade, e diferentes respostas entre 0s
diferentes cimentos a base de silicato de calcio modificados, destacamos os materiais CSC e
CSCR2 com melhores resultados, sendo necessarios estudos adicionais para proposta de
elaboracdo de novos cimentos a base de silicato de célcio.
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Tabela 1- Materiais experimentais, procedéncia e propor¢oes empregadas.

Material

Fabricante

Cimento de silicato de
calcio (CSC)

CP, CPB-40 estrutural Votoran, Votorantin cimentos,
Camargo Correa Cimentos S.A., Pedro Leopoldo, MG,
Brasil

Proporgéo: 1g: 0,36 mL

Cimento de silicato de

Usina Fortaleza ICMF Ltda., Barueri, SP, Brasil
-composicdo: agregados minerais, aditivos e pigmentos
Proporgéo: 1 g: 0,25 mL

calcio modificado
(CSCM)
Cimento de silicato de
calcio resinoso 1
(CSCR1)

Usina Fortaleza ICMF Ltda., Barueri, SP, Brasil
-composicdo: agregados minerais, resinas, aditivos e
pigmentos

Proporgéo: 1 g: 0,36 mL

Cimento de silicato de
calcio resinoso 2
(CSCR2)

Ligatex Ind. E Com. Ltda., Rio Claro, SP, Brasil
-composicdo: agregados minerais, resinas, aditivos e
pigmentos

Proporgéo: 1 g: 0,28 mL

Cimento de silicato de
calcio resinoso 3
(CSCR3)

Cimentolit Ind. E Com. Ltda., Charqueada, SP, Brasil
-composicdo: agregados minerais, resinas,aditivos e
pigmentos

Proporgéo: 1 g: 0,30 mL
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Figuras
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Viabilidade celular de Saos-2 apds serem cultivadas com os eluidos dos cimentos nas diferentes concentragdes
(50mg/mL; 10mg/mL; 2mg/mL) num periodo de 24 horas. CSC= Cimento de silicato de célcio puro, CSCM=
Cimento de silicato de calcio modificado, CSCR1= Cimento de silicato de célcio resinoso 1, CSCR2= Cimento
de silicato de célcio resinoso 2, CSCR3= Cimento de silicato de célcio resinoso 3. NC representa o controle
negativo (células sem tratamento) e PC representa o controle Positivo (células expostas ao peréxido de
hidrogénio 3%) por 10 min. Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes entre si dentro

da mesma concentracao.
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Genotoxicidade representada pela % de DNA na cauda em linhagem celular Saos-2 tratadas com eluidos de 50,
10 e 2 mg/mL por 24 horas. CSC= Cimento de silicato de céalcio puro, CSCM= Cimento de silicato de célcio
modificado, CSCR1= Cimento de silicato de célcio resinoso 1, CSCR2= Cimento de silicato de célcio resinoso
2, CSCR3= Cimento de silicato de célcio resinoso 3.C-: Controle negativo (Células ndo tratadas), C+: Controle

positivo (ImM de peroxido de hidrogénio). Tratados vs C- (*P<0.05;**P<0.01; *** P<0.001).
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Anélise em citometro de fluxo de viabilidade, apoptose inicial, apoptose final e necrose de Saos-2 apés a
exposicao aos eluidos dos cimentos na concentragdo de 10mg/mL por 24 horas. (A) Histogramas representativos
do controle negativo e positivo (perdxido de hidrogénio 1mM) respectivamente (B) Histogramas representativos
dos grupos experimentais CSC, CSCM, CSCR1, CSCR2 e CSCR3 na ordem da esquerda para direita
respectivamente. PopulacBes de células vidveis: verde (annexin V-, Pl), apoptose: vermelho (annexin V+),
apoptose tardia: azul e necrose: roxo (annexin V +; Pl+) estdo representadas no quadrante esquerdo inferior,
direito inferior, direito superior e esquerdo superior respectivamente (C) Grafico representativo de trés
experimentos independentes, onde observamos: LC: living cells (células viaveis); IA: initial apoptosis (apoptose
inicial); LA: late apoptosis (apoptose tardia); N: necrose. CSC= Cimento de silicato de calcio puro, CSCM=
Cimento de silicato de calcio modificado, CSCR1= Cimento de silicato de clcio resinoso 1, CSCR2= Cimento
de silicato de célcio resinoso 2 e CSCR3= Cimento de silicato de célcio resinoso 3. Letras diferentes

representam resultados estatisticamente diferentes dentro de um mesmo grupo de eventos.
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4 CAPITULO 2

Citotoxicidade, Genotoxicidade e Bioatividade de Cimentos Portlands
modificados acrescidos de diferentes agentes radiopacificadores nas forma

micro e nanoparticuladas *

* Artigo nas normas do periddico Dental Materials.

Resumo

Objetivos: Avaliar a citotoxicidade e bioatividade de novos cimentos a base de silicato de
calcio e associacdo com radiopacificadores micro e nanoparticulados. Métodos: Foram
avaliados: CSCM (Cimento de Silicato de calcio modificado) e CSCR (Cimento de silicato de
calcio resinoso) acrescidos de: éxido de zircénio (ZrO,) e 6xido de nidbio (Nb,Os) micro (W)
e nanoparticulados (n), oxido de bismuto (Bi,O3) e tungstato de célcio (CaWO,). MTA
Angelus foi usado como controle. A linhagem osteoblastica humana Saos-2 foi utilizada para
avaliacdo da viabilidade celular (MTT) ap06s 24h de exposicdo, apoptose por citometria de
fluxo, andlise de fosfatase alcalina (ALP) apds 24, 48 e 72 h e depoésitos de calcio pelo
corante vermelho de Alizarina (ARS) apdés 21 dias. Resultados: MTT demonstrou
citocompatibilidade similar para os materiais e controle (1:8). Em dilui¢do 1:2, CSCR pZrO, ,
CSCR 1nZrO; e CSCR uNb,Os foram citotdxicos (P<0.05). No ensaio de apoptose, todos
CSCM e CSCR apresentaram viabilidade e apoptose semelhante ao controle (P<0.05).
Valores de necrose foram maiores que o controle, para os grupos CSCM pZrO,, CSCM
nZrOz, CSCM nNb,Os, CSCM CaWO, e MTA, e todos CSCR (P<0.05). ALP demonstrou
maior atividade com os radiopacificadores ZrO,, Nb,Os e CaWOQ,, tanto para CSCM quanto
CSCR, apo6s 72 h. Na coloracdo ARS, os materiais que se destacaram foram: CSCR nNb,Os,
CSCR pZrO,, CSCR nZrO, e CSCR puNb,Os. Conclusdes e relevancia clinica: Os materiais
CSCM e CSCR, principalmente nas associagdes com puZrOs, nZrO, UNb,Os e nNb,Os podem

ser considerados potenciais materiais reparadores.

Palavras-chave: citotoxicidade, bioatividade, silicato de célcio, nanoparticulas.
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1. Introducao

Um material reparador ideal deve apresentar biocompatibilidade, capacidade de
selamento, estimular a reparacdo tecidual, ter radiopacidade e facil manipulacdo. Finas
particulas de silicato tricélcio, silicato dicélcico, aluminato tricélcico, 6xido de bismuto e
outros oxidos minerais fazem parte da composicdo do MTA (Agregado tridxido mineral),
material de escolha para tratamentos de perfuracdes e obturacdes retrogradas [1]. Apesar do
material se destacar por suas propriedades bioldgicas, a consisténcia fluida e elevado tempo
de presa dificultam o seu uso clinico. Tentativas para melhorar a consisténcia e aplicabilidade
clinica do MTA, sdo realizadas, como adicdo de aceleradores de presa, intensificador de
viscosidade, ou ambos [2], visando aprimorar manipulagdo e inser¢do do material. No
entanto, mudancas nos componentes do material, podem afetar suas propriedades bioldgicas,
comprometendo seu potencial de estimular reparagéo.

O MTA é um material a base de silicato de calcio composto por cimento Portland
e agente radiopacificador Oxido de bismuto (Bi»Os). Cimento Portland (CP) com
modificagOes e agentes radiopacificadores alternativos sdo avaliados, uma vez que Bi;Os
demonstra afetar propriedades do CP. Camilleri et al. [3] demonstraram que o éxido de
bismuto (Bi,03) interfere na reagédo de presa do material, e a porosidade do cimento Portland
é aumentada podendo afetar a longevidade do material [4]. Este radiopacificador também
mostra interferir na viabilidade celular [5], e promover citotoxicidade nos periodos iniciais
guando associado ao CP em células da polpa dentaria humana [6].

Agentes radiopacificadores alternativos, como 6xido de zirconio e 6xido de niobio
[7] tém merecido destaque por ndo promoveram citotoxicidade frente a duas linhagens
celulares testadas [8], ndo promover citotoxicidade em Saos-2, e ainda estimular a producao
de fosfatase alcalina (ALP), importante marcador de mineralizagdo [9]. CP demonstrou
resultados similares ao ProRoot MTA quando incorporado diferentes concentragdes de ZrO;
em testes de radiopacidade, resisténcia a compressdo, tempo de presa, absor¢do de agua e
solubilidade [10]. Também demostrou aumento de pH, liberacdo de ions célcio e bioatividade,
guando foi acrescido 30% deste radiopacificador ao cimento Portland [11]. Além disso, o
ZrO, na forma nanoparticulada, tem demostrado melhores propriedades mecanicas e
excelente biocompatibilidade [12,13]. Oxido de ni6bio é outro material promissor, utilizado
em ligas de titdnio de implantes dsseo-integrados, devido a sua excelente biocompatibilidade,
resisténcia a corrosdo e desintegracdo, além da satisfatoria radiopacidade [12], o que torna
possivel seu estudo em cimentos retrobturadores. Ja foi demonstrado que a radiopacidade do
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CP + 30% Nb,Os, foi adequada, promoveu atividade antimicrobiana semelhante ao CP puro,
e também pode promover pH alcalino [14]. Viapiana et al. [7] também encontraram altos
valores de pH para um cimento experimental a base de CP associado ao UNb,Os e nNb2Os.
Além disso, foi observada liberacdo de ions célcio e a deposicdo dos cristais de forma
hexagonal para a associacdo CP + puNb,Os. Formas nanoparticuladas destes também tém sido
avaliadas, principalmente por serem apropriadas para as interagdes celulares, tais como a
adesdo dos osteoblastos [15]. O radiopacificador tungstato de calcio (CAWQ,) adicionado ao
CP proporcionou pH alcalino nas primeiras 24 horas e liberacdo de ions célcio [16], ndo
sendo citotdxico frente a células de fibroblastos de camundongos e osteosarcoma de ratos [8]
e também demonstrando atividade antimicrobiana [17].

O objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade e bioatividade de dois
cimentos a base de silicato de célcio, um modificado (CSCM) e outro contendo resinas
(CSCR), acrescido de diferentes agentes radiopacificadores: pZrOz, nZrO,, UNb,Os, nNb,Os,

CaWO, e Bi,O3z em células osteoblasticas humanas Saos-2.

2. Material e métodos

2.1 Preparo dos materiais e eluidos

Os materiais, proporcdes e fabricantes se encontram nas tabelas 1 e 2.

19 de cada material foram pesados em balanca de precisdo, manipulados com
agua destilada nas devidas proporcdes em placas de vidro estéreis e acomodados no fundo de
placas de cultura de 12 pogos devidamente identificados e hidratados com gaze umedecida.
As placas foram entdo levadas em estufa a 37°C overnight para completa presa dos materiais.
Apos esse periodo, as placas foram expostas a luz U.V. durante 30 minutos para prevengdo de
contaminagéo e 5 mL de meio de cultura DMEM sem soro fetal bovino, preencheram cada
poco das placas onde o material foi acomodado e permaneceram por mais 24 horas em estufa
(37°C, 95% umidade e 5% CO,) para formacédo do eluido de cada material. Apds 24 horas,
esse meio foi coletado e novas dilui¢es foram feitas para a exposi¢do as celulas e ensaios
(1:2;1:4;1:8).

2.2 Cultura de células
Foram utilizadas células osteoblasticas humanas (Saos-2, linha ATCC HTB-85)
por meio de monocamada em frascos T-75 (Jetbiofil, Elgin IL, USA), contendo meio de
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cultura D-MEM (Sigma/Aldrich, St Louis, MO) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(FBS- Gibco/Life Tecnologies), penicilina (100 Ul / mL) e estreptomicina (100 mg/ml). As
células foram cultivadas duas vezes por semana a 37°C, 95% de umidade e 5% de CO2. As
células aderentes em fase logaritmica de crescimento foram removidas por uma mistura de
tripsina / EDTA 0,25% (Gibco BRL,Gaithersburg. MD) a 37° C durante 3 minutos.

2.3 Ensaio da viabilidade celular

Esse ensaio é baseado na habilidade da enzima desidrogenase mitocondrial em
converter o sal que tem a cor amarela e é solivel em &agua 3-(4,5-dimethyl-thiazoyl)-2,5-
diphenyl-tetrazolium bromide (MTT; Sigma Chemicals, St Louis, MO) em compostos
coloridos de formazan, cuja absorbancia € proporcional a quantidade de células vivas. Apds
contagem e plaqueamento das células osteoblasticas Saos-2 (7x10* céls/mL) em placas de 96
pocos com meio de cultura D-MEM 5% SFB (Soro fetal bovino- Gibco/Invitrogen), as
mesmas foram expostas durante 24 horas com os eluidos dos cimentos (200ul/cada) nas
diluicbes de 1:2; 1:4 e 1:8 e controles (negativo: D-MEM sem SFB; positivo: Peroxido de
hidrogénio 3%). Apds o periodo de 24 horas, 0 meio de cultura foi trocado por 100ul de D-
MEM sem SFB contendo 5 mg/mL de MTT e as células incubadas por 3 horas. Depois disso,
cada poco foi lavado com 200l de tampéo fosfato (PBS 1 X) e 100 ul de &lcool isopropilico
acificado (HCI: isopropylalcohol, 0.04N) foi adicionado ao extrato para solubilizar o
formazan. A densidade Optica (OD) 570nm, foi mensurada em leitor de microplacas
automatico (ELx800; Instrumentos Bio-Tek, Winooski, VT).

2.4 Ensaio de Apoptose e Necrose

Foram plaqueadas células osteoblasticas humanas Saos-2 (1x10° céls/mL) em
placas de cultura de 24 pocos. O teste foi realizado através do kit FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit | (BD Biosciences, Pharmingen, San Jose, CA). Apds 24 horas de contato com
o0 eluido dos cimentos na diluicdo 1:8, as células foram lavadas e coletadas dos pocos das
placas de cultura com um detergente ndo enzimatico (Cell dissociation buffer- Gibco/Life
Tecnologies), resuspendidas em tampéo Binding Buffer 1X (0.1M Hepes/NaOH; 1.4M NaCl,
25mM CaCl2 - pH: 7.4) e coradas com os marcadores para apoptose: FITC Annexin V e/ou
Pl (Propidium lodide Staining Solution- 50 pg/mL), além dos controles ndo marcados e
controle positivo (Peréxido de Hidrogénio 3%). As mesmas foram incubadas por 15 minutos
fora da luz e adicionados mais 400 pl de Binding Buffer 1X em cada amostra. Os resultados e
as analises foram realizados em Citdmetro de fluxo (BD FACS Verse 4C) de acordo com 0s
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parametros do Kit: Células viaveis (FITC-/ Pl-); Células em apoptose inicial (FITC+/ PI-);

Células em apoptose final (FITC+/ Pl+); Necrose celular.

2.5 Atividade de Fosfatase Alcalina

A atividade da fosfatase alcalina foi determinada atraveés do kit comercial da
Labtest (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). O principio da metodologia esta na hidrélise da
timolftaleina monofosfato pela fosfatase alcalina produzida pelas células, que devera liberar a
timolftaleina de cor azul em meio alcalino, sendo a intensidade de cor diretamente
proporcional & atividade enzimatica. Apds 24 horas da contagem e incubagdo das células
(7x10%) em placas de 96 pocos, houve a exposicdo das mesmas com os diferentes eluidos de
cimentos retrobturadores ja previamente preparados nas diluicbes de 1:4 e 1:8, durante o
periodo de 24, 48 e 72h. Apds cada periodo experimental, 0 meio de cultura foi removido e a
monocamada de células foi lavada com 200ul de PBS 1X. Em seguida, foi acrescentado
200pI de uma solugdo de Lauril sulfato de sodio/dgua destilada 1% (Sigma/Aldrich) a cada
poc¢o das placas de cultura de células. Ap6s 30 min a temperatura ambiente, 12,5 pl dessas
amostras foram transferidas para tubos eppendorf contendo o substrato e o tampé&o da enzima,
conforme o procedimento padrdo do KIT. Os eppendorfs foram mantidos em banho maria a
37°C durante 10 min e 500 pl do reagente de cor foram adicionados. As amostras foram
entdo, passadas para uma placa de 96 pocos para leitura em leitor de microplacas automatico
(ELx800; Instrumentos Bio-Tek, Winooski, VT). A absorbancia foi medida a 590nm .

A quantificacdo da enzima foi dada pela seguinte formula:

Fosfatase Alcalina (U/L) = Abs da amostra/Abs padrao x 45.

2.6 Vermelho de Alizarina

Vermelho de alizarina, pode ser usado para identificar o depdsito de calcio em
cultura de células. O calcio forma um complexo vermelho de alizarina S em um processo de
quelacdo. Com intuito de avaliar a quantidade de célcio depositado por diferentes materiais
retrobturadores a base de cimento de silicato de célcio, células osteoblasticas Saos-2 foram
contadas e plaqueadas (1x10*) em placas de cultura de 12 pocos. Durante 21 dias, 0 meio de
cultura DMEM osteogénico (DMEM 10% SFB; 100 IU/mL penicilina; 100 mg/mL
estreptomicina; 0.023 g/mL B-glicerolfosfato; 0.055 mg/mL &cido ascoérbico — Sigma
Chemicals St Louis MO) com o eluidos dos materiais na diluicdo 1:8 (previamente
preparados) foi sendo renovado a cada 2 dias, totalizando 21 dias em contato com os eluidos
dos cimentos. O meio entdo, foi aspirado, os pocos lavados com PBS 1X e as células fixadas



41

com 10% de paraformaldeido (Sigma/Aldrich) em temperatura ambiente por 15 minutos. As
monocamadas foram entdo lavadas duas vezes com 4gua destilada anteriormente a adi¢do de
1 mL 40mM Alizarin Red S (2%, pH 4.1). As células foram incubadas a temperatura
ambiente por 20 minutos. Apos a aspiracdo do corante, 0s pocos foram lavados 3 vezes com
1mL de &gua destilada/po¢o cuidadosamente por 5 minutos. As placas foram entdo deixadas
anguladas por 2 minutos, para facilitar a remocdo do excesso de agua e imediatamente
analisadas em microscépio invertido em aumento de 40 X (Axiovert 100, Carl Zeiss, Jena,
Germany) e fotografadas (Canon EOS-1D, Canon Inc, Tokyo, Japan). As imagens
processadas foram analisadas no programa UTHSCSA Image Tool for Windows version 3.0

(San Antonio, TX, USA) em relacdo a area corada.

2.7 Analise Estatistica
Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos em trés tempos independentes e

os dados foram apresentados na forma de média e desvio padrdo da média. Os dados foram
analisados utilizando o programa estatistico Graph Pad Prism 5 (Graph Pad Software In., San
Diego, Califérnia, EUA). Os resultados dos ensaios de MTT e da atividade da fosfatase
alcalina foram analisados empregando two-way ANOVA e poés-teste de Bonferroni.
ComparagOes dos resultados dos ensaios de necrose e apoptose e do vermelho de alizarina
foram feitas por one-way ANOVA e pds teste de Tukey. O nivel de significAncia adotado foi
de 5%.

3. Resultados

3.1 Ensaio de viabilidade celular

Os cimentos do grupo CSCM, foram estatisticamente semelhantes ao controle
negativo nas diluicdes de 1:2 e 1:4. Na diluicdo de 1:8, também foram semelhantes, com
excecdo dos grupos CSCM nNb,Os, CSCM Bi;0; e CSCM CaWQ,, que aumentaram a
viabilidade de Saos-2 (P<0.05). Todos os materiais do grupo CSCR, na dilui¢éo de 1:2, foram
citotoxicos frente ao controle, exceto os grupos CSCR CaWO, e MTA. Na dilui¢do 1:4, todos
se assemelharam ao controle, com exce¢do do CSCR pZrO,, e na dilui¢do 1:8 todos os grupos
se mostraram estatisticamente semelhantes ao controle (P<0.05), com exce¢do do CSCR
CaWO,, que aumentou a viabilidade de Saos-2, em compara¢do com o controle. Figura 1
(A,B).
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3.2 Ensaio de apoptose e necrose

Todos os cimentos a base de silicato de célcio modificado apresentaram viabilidade
celular e tiveram um percentual de células viaveis semelhante ao grupo controle negativo e
MTA, com excecdo dos grupos CSCM pZrOz, nZrO; e uNb,Os (P<0.05). Todos os CSCMs
apresentaram apoptose inicial semelhante ao controle negativo, exceto MTA que obteve
menores valores que este. Na apoptose tardia, houve diferenca para os grupos CSCM nZrO;
e UNb,Os. Os grupos CSCM pZrO;, nZrO,, € UNb2Os, além do MTA demostraram 0s
maiores valores de necrose, quando comparados ao controle negativo (P<0.05). Os materiais
do grupo CSCR apresentaram alto percentual de células viaveis semelhante ao controle
negativo e a0 MTA (P<0.05), com excec¢do dos materiais CSCR pZrO; e nZrO,. Todos 0s
cimentos do grupo CSCR apresentaram apoptose celular em percentual inferior ao controle
negativo (P<0.05), enquanto que a necrose de todos os grupos testados foi superior ao

controle negativo (P<0.05). Fig 2 e 3.

3.3 Atividade de fosfatase alcalina

Houve atividade de ALP em todos os periodos avaliados, sendo a maior atividade para
os radiopacificadores ZrO,, Nb,Os e CaWOQ,, tanto para CSCM quanto CSCR, no periodo de
72 horas, na diluicdo 1:8, sem diferenca estatistica com os demais grupos. Figuras 4
(A,B,C,D,E,F).

3.4 Vermelho de Alizarina

A figura 5A mostra os grupos CSCM, onde CSCM pZrO,, nZrO, se mostraram
semelhantes ao CT (Controle) e MTA, embora, 0os nodulos parecem ser menos intensos.
CSCM nNb,Os e nNb,Os, produziram poucos nodulos e foram semelhantes entre si, e
diferentes do CT. CSCM Bi,0O; e CaWOQ,, produziram menos nddulos ainda, sendo
semelhantes entre si e diferentes de todos os grupos (P<0.05). A figura 5B mostra 0s grupos
de CSCR, onde CSCR pZrO,, nZrO; e pNb,Os, foram semelhantes ao MTA, e diferentes do
CT. O grupo CSCR nNb,Os se assemelhou ao CT, e CSCR Bi;03 e CaWO, produziram
muitos poucos nodulos, e foram estatisticamente semelhantes entre si, porém diferentes dos

demais grupos (P<0.05).
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4, Discussao

Células osteoblasticas (Saos-2) tém sido utilizadas em ensaios in vitro para novos
materiais endoddnticos e reparadores [9,18]. Os cimentos MTA e Portland ndo apresentam
citotoxicidade ou genotoxicidade [19]. No entanto, formula¢cdes modificadas de cimentos a
base de silicato de calcio devem ser avaliadas, assim como sua associagdo & agentes
radiopacificadores. O presente estudo mostra que todos os cimentos Portland modificados
demonstram viabilidade celular. Também os materiais & base de CSCM na menor
concentracdo (1:8) apresentaram melhores resultados em relagdo aos materiais CSCR na
mesma concentracdo. A adicdo de resina ao cimento puro pode estar relacionada a menor
viabilidade. Os radiopacificadores ZrO,, Bi,O3 e CaWO, demonstraram ser biocompativeis
quando associados com o cimento CP, ndo alterando a morfologia das células mPDL e ROS,
mantendo a viabilidade destas [8]. Mestieri et al. [9] encontraram citotoxicidade para PC +
Nb,Os em 24 horas, porém utilizaram eluidos frescos e maiores concentracGes dos materiais,
sendo a viabilidade celular aumentada com o passar do tempo.

Todavia, alguns estudos mostram que o ensaio MTT ndo é tdo sensivel, e que a
reducdo do sal pode ser catalisada por enzimas ndo mitocondriais, como por exemplo,
enzimas presentes no reticulo endoplasmatico, podendo mostrar um resultado falso-positivo
[20], sendo assim outros testes de citotoxicidade e/ou viabilidade sdo importantes para
complementacdo da metodologia e comparagdo do comportamento frente aos novos materiais.

A maioria dos materiais retrobturadores pode diminuir o crescimento de varios
tipos de células [21,22], mas o mecanismo exato ainda é pouco conhecido. O crescimento
celular é estritamente regulado por progresséo do ciclo celular, e a perturbacdo deste ciclo por
apoptose [23]. Além do estudo de viabilidade celular por MTT, o eluido dos cimentos na
diluicdo 1:8 foram avaliados pelo kit FITC Annexin V Apoptosis Detection | (BD Biosciences
Pharmingen, San Jose, CA) no periodo de 24 horas, podendo assim, detectar: Células vidveis
(FITC- / PI-); Células em apoptose inicial (FITC+ / PI-); Células em apoptose final (FITC+ /
Pl+) e Necrose celular. Os achados deste estudo apontam que em geral, todos os CSCMs e
CSCRs demonstraram viabilidade celular com percentual de células viaveis semelhante ao
grupo controle negativo. As avaliagdes com CSCM apresentaram percentual de apoptose
inicial e final semelhante ao controle negativo, enquanto que os valores de necrose foram
maiores principalmente para os grupos CSCM (uZrO,, nZrO; e UNb,Os) semelhantes ao
MTA. Ja para os CSCR, todos os grupos foram similares ao controle em termos de
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viabilidade, com excec¢do do CSCR pZrO; e CSCR nZrO,. Em relagéo a apoptose inicial,
todos os grupos foram estatisticamente inferiores ao controle, e na apoptose tardia, foram
similares com excec¢do do CSCR Bi,03 que foi inferior ao controle (P<0.05). Maiores valores
de necrose foram observados para todos o0s grupos, inclusive o MTA. Alto indice de necrose
pode estar associados ao elevado pH que estes materiais proporcionam, levando a uma
inducdo de estresse bioquimico e ruptura da membrana [24]. Gomes-Cornélio et al. [8]
observaram, por meio de teste de apoptose/necrose em microscopia de fluorescéncia, que as
células mPDL e ROS ap0s exposicdo ao CP associado aos radiopacificadores ZrO,, Bi,O3 ou
CaWO, apresentaram alteraces morfoldgicas semelhantes ao controle negativo.

A capacidade de biomateriais para promover a mineralizagdo pode ser avaliada
por meio da expressdo de marcadores bioquimicos celulares diferentes. A fosfatase alcalina
(ALP) é um dos marcadores bioquimicos mais frequentemente utilizados na atividade
osteoblastica [25]. ALP libera ions livres de fosfato , 0s quais por sua vez reagem com 0s ions
calcio, formando precipitado de fosfato de calcio, uma unidade molecular da hidroxiapatita
[26]. ALP estd presente nos fragmentos de membrana plasméatica de osteoblastos, e a sua
presenca também indica diferenciacdo celular ap06s injaria [27]. No presente estudo, 0s
materiais avaliados promoveram liberagédo da ALP, com destaque a menor diluicdo 1:8 e no
tempo de 72 horas, corroborando com Salles et al. [18], que avaliaram um cimento a base de
MTA, encontrando valores de expressao de ALP maiores em 72h e 7 dias. Ainda, frente aos
radiopacificadores, a associacdo que menos favoreceu a liberacdo da proteina ALP foi ZrO,,
em 24 e 48h, porém houve uma recuperacdo em 72 horas. A associa¢do de ambos os CSC ao
Nb,Os, favoreceu a liberacdo de ALP, com pico da proteina em 72 horas. Resultados
semelhantes foram encontrados com a mesma associa¢do, poréem com o CP puro [9]. A
bioatividade do nidbio associado a um cimento tipo iondmero fluoretado foi avaliado sobre
células mesenquimais humanas (hMSCs) e observaram que houve excelente adesdo,
proliferacéo e diferenciacdo destas, resultando em liberagdo de ALP, principalmente em 8
dias, nodulos de mineralizacdo também puderam ser observados e confirmados na
microscopia eletrénica de varredura [28].

A deposicdo de nddulos de mineralizacdo por meio do corante vermelho de
Alizarina também foi avaliada frente aos materiais em células osteoblasticas ap6s 21 dias com
0 meio osteogénico. Dentre os materiais com CSCM, houve destaque para 0s CSCM pZrO,,
CSCM nZr0O,, seguidos do CSCM pNb,Os e CSCM nNb,Os. Para os grupos do CSCR, foi
observado maior depdsito de mineralizacdo e com mais intensidade, com destaque para CSCR
UZrOz, CSCR uNb,Os e CSCR nNb,Os. Ja foi demostrado que ZrO, libera ions célcio na
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hidratacdo que reagem com os fosfatos presentes nos fluidos simulados, resultando em
aumento de pH e bioatividade para 0 mesmo, caracteristicas que favorecem seu uso como
material retrobturador [11]. Ainda, nanoparticulas de ZrO, na proporcao de 20% com o CP,
mostrou acelerar o tempo de presa do material, diminuir a solubilidade das fases de silicato de
calcio e ainda atividade antimicrobiana semelhante ao CP puro, porém melhores resultados
contra P. aeruginosa [29]. J& Viapiana et al. [7] ndo encontraram diferencas nas
caracteristicas quimicas e bioatividade entre micro e nanoparticulas de ZrO, e Nb,Os. No
presente estudo, também ndo houve diferencas entre os tamanhos das particulas dos
radiopacificadores, ambos mostraram viabilidade e bioatividade para Saos-2.

Zanini et al. [30] confirmaram que um material a base de silicato de célcio
(Biodentine) que apresenta 6xido de zirconio como radiopacificador, induziu células da polpa
a diferenciarem em odontoblatéides estimulando a mineralizacdo através da expressdo de
genes como fosfatase alcalina (ALP), Colageno tipo 1 (COL 1) e osteocalcina (OC), ainda
houve depdsitos minerais por meio do ensaio vermelho de Alizarina no decorrer do tempo.
Outro material promissor a base de alumino-silicato de célcio (Quick-set) formou depdsitos
de célcio quando expostos a células MDPC-23 (odontoblastdides de murinos) e foi similar ao
grupo MTA, mostrando ser um material bioativo [31]. O deposito de célcio pelo vermelho de
Alizarina, pode também estar associado aos fatores acumulativos do meio de cultura
osteogénico e os ions liberados durante a reagdo de hidratacdo do material. Cimentos a base
de silicato de célcio, como 0 MTA, demostram liberar célcio durante a reagdo de hidratacao
do material, e induzir pH alcalino, favorecendo assim, a atividade de ALP e nddulos de ARS
[32].

As metodologias propostas neste estudo sdo modelos in vitro, reproduziveis para
avaliar propriedades citotoxicas e bioatividade de materiais. Os resultados obtidos permitiram
a comparacdo dos cimentos experimentais em relacdo ao MTA Angelus, e poderdo contribuir

para o desenvolvimento de novos materiais reparadores.
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5. Tabelas

5.1 Tabela 1- Composicéo dos CSCs.
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Cimento de silicato de calcio Composicao

Cimento de silicato de célcio modificado | Agregados minerais, aditivos e pigmentos

(CSCM)

Cimento de silicato de célcio resinoso | Agregados minerais, resinas, aditivos e

(CSCR) pigmentos

5.2 Tabela 2- Materiais experimentais e propor¢des po/liquido.

Material

Proporgao pd/liquido

MTA Branco*

Segundo o fabricante

1- CSCM** + 30% Oxido de Zirconio (ZrO,) microparticulado | 1g - 200ul
(micro)****
2- CSCM+ 30% ZrO, nanoparticulado (nang)***** 1g - 360yl
3- CSCM + 30% Oxido de Niobio (Nb,Os) micro**** 1g - 340pl
4- CSCM + 30% Nb,0Os nano***** 1g - 390ul
5- CSCM + 20% Oxido de Bismuto (Bi,Oz) micro**** 19 - 260pl
6- CSCM + 30% Tungstato de calcio (CAWO,) micro****** 1g - 200ul
7- CSCR*** + 30% ZrO, micro 1g - 235ul
8- CSCR + 30% ZrO; nano 1g - 340ul
9- CSCR + 30% NbyOs micro 1g - 380ul
10- CSCR + 30% Nb,Os nano 1g - 380ul
11- CSCR + 20% Bi,O3 micro 1g - 250ul
12- CSCR + 30% CAWOQO, micro 1g - 220ul

*MTA, Angelus, Londrina, PR, Brasil

**Cimento de silicato de calcio modificado (CSCM), Usina Fortaleza ICMF Ltda., Barueri, SP, Brasil
*** Cimento de silicato de calcio resinoso (CSCR), Ligatex Ind. e Com. Ltda., Rio Claro, SP, Brasil

****Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil

*****|aboratorio de nanotecnologia, Instituto de Fisica de Sdo Carlos, SP, Brasil

******Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA
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7. Figuras
Figura 1.
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Viabilidade de Saos-2 apds exposicdo aos eluidos dos cimentos CSCM + radipacificadores (A) e
CSCR + radiopacificadores (B) nas dilui¢bes 1:2, 1:4 e 1:8 por 24 horas. C = grupo controle, MTA =
Agregado trioxido mineral. CSCM = Cimento de silicato de calcio modificado, CSCR = Cimento de

silicato de célcio resinoso, uZrO, = 6xido de zircbnio microparticulado, nZrO, = Oxido de zirconio

nanoparticulado, UNb,Os O0xido de ni6bio microparticulado, ©Nb,Os = Oxido de nidbio

nanoparticulado, CAWO, = tungstato de calcio, Bi,O; = 6xido de bismuto. Letras diferentes
representam resultados estatisticamente diferentes entre os grupos dentro de cada diluicdo e o grupo

controle.
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Andlise em citdmetro de fluxo de viabilidade, apoptose inicial, apoptose final e necrose de Saos-2
apos a exposicdo aos eluidos dos cimentos na diluicdo 1:8 por 24 horas. (A) Materiais do grupo
CSCM + radiopacificadores, (B) histogramas representativo dos grupos CSCM + uZrO, = éxido de
zirconio microparticulado, nZrO, = 6xido de zirc6nio nanoparticulado, pUNb,Os = 6xido de nidhio
microparticulado, nNb,Os = 6xido de nidbio nanoparticulado, CAWO, = tungstato de célcio, Bi,03=
6xido de bismuto. (C) Materiais do grupo CSCR + radiopacificadores e (D) histogramas
representativo dos grupos CSCR + pZrO, = 6xido de zircbnio microparticulado, nZrO, = 6xido de
zirconio nanoparticulado, uNb,Os = 6xido de nidbio microparticulado, nNb,Os = dxido de nidbio
nanoparticulado, CAWO, = tungstato de célcio, Bi,O3 = 0xido de bismuto. Populacdes de células
viaveis (annexin V-, PI-), apoptose (annexin V+), apoptose tardia e necrose (annexin V +; Pl+) estdo
representadas no quadrante esquerdo inferior, direito inferior, direito superior e esquerdo superior
respectivamente. C = controle negativo (células ndo expostas aos cimentos), PC = controle positivo
(peréxido de hidrogénio-1mM). Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes

dentro de um mesmo grupo de eventos.
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Figura 3.
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Atividade de fosfatase alcalina (ALP) de Saos-2 apds a exposi¢do aos cimentos por 24h nas dilui¢bes
de 1:4 (A) e 1:8 (B), 48h nas dilui¢Ges de 1:4 (C) e 1:8 (D) e 72h nas diluicBes de 1:4 (E) e 1:8 (F). * =
P<0.05 em relagdo ao controle negativo. CSCM = Cimento de silicato de calcio modificado, CSCR =
Cimento de silicato de célcio resinoso, pZrO, = 6xido de zircénio microparticulado, nZrO, = éxido de
zirconio nanoparticulado, pNb,Os = Oxido de nidbio microparticulado, nNb,Os = 6xido de nidbio
nanoparticulado, CAWOQO, = tungstato de célcio, Bi,O; = 6xido de bismuto. C = controle negativo

(células ndo expostas aos cimentos).
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Figura 4.
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No6dulos de mineralizacdo de Saos-2 ap6s a exposicao aos eluidos dos cimentos na diluicdo de 1:8
durante 21 dias em meio osteogénico. (A) CSCM + radiopacificadores e (B) CSCR +
radiopacificadores. CSCM = Cimento de silicato de calcio modificado, CSCR = Cimento de silicato
de célcio resinoso, pZrO, = Oxido de zircbnio microparticulado, nZrO, = 6xido de zirconio
nanoparticulado, UNb,Os = oéxido de niébio microparticulado, nNb,Os = oOxido de nidbio
nanoparticulado, CAWOQ, = tungstato de célcio, Bi,O;= 6xido de bismuto. (C) Figura representativa
dos nddulos de mineralizacdo do grupo CSCR + radiopacificadores. 1= uZrO,; 2= nZrO,; 3= pNb,Os;
4= nNb,Os; 5= CAWO, e 6 = Bi,Os;. CO representa o grupo controle osteogénico (células sem
exposicdo). MTA= representa o Agregato trioxido mineral. Letras diferentes representam resultados

estatisticamente diferentes entre si.
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5 CAPITULO 3

Citotoxicidade e genotoxicidade do Biodentine, MTA Plus e cimento de

silicato de calcio com 6xido de zirconio ou 6xido de nidbio

* Artigo submetido para publicacdo em periédico Clinical Oral Investigation.

Resumo:

O objetivo deste estudo foi avaliar citotoxicidade e genotoxicidade por meio da viabilidade
celular, expressao génica de fatores da apoptose (BAX e BCL2) e ensaio Cometa do cimento
experimental de silicato de célcio resinoso (CSCR) acrescido dos radiopacificadores 6xido de
zirconio (ZrO,) ou 6xido de nidbio (Nb,Os) e compara-los ao Biodentine (Septodont) e MTA
Plus (Avalon). A citotoxicidade foi avaliada por teste MTT em células osteoblasticas
humanas Saos-2 (1, 3 e 7 dias). Foi realizada avaliacdo por gPCR dos genes anti e pro-
apoptotico BCL2 e BAX (3 e 5 dias), e a genotoxicidade pelo ensaio Cometa apds 24 horas.
Os dados de MTT foram submetidos a analise de variancia e Bonferroni, os de gPCR aos
testes ANOVA e Tukey e os do teste Cometa forma analisados por Kruskal-Wallis e Dunn
(P<0.05). No ensaio MTT, os materiais apresentaram resposta tempo-dependente, sendo
similares ao controle. Na expressdo génica, houve expressdo de BAX em 3 dias para o0s
grupos CSCR ZrO; e CSCR Nb,0Os e em 5 dias, para MTAP e CSCR ZrO,. Para 0 BCL2, em
3 dias somente MTAP mostrou elevada expressdo do gene. Aos 5 dias, MTAP e CSCR Nb,0Os
apresentaram maior expressdo. Quanto a genotoxicidade, ap6s 24 horas nenhum dos materiais
induziu quebra do DNA, sendo semelhantes ao controle (P<0.05). Conclui-se que os
materiais a base de silicato de calcio avaliados experimentais ou comerciais foram viaveis as
Saos-2, ndo foram genotoxicos e apresentaram mecanismo de morte celular mais associado a

apoptose.
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Introducéo

As excelentes propriedades bioldgicas e bioatividade do cimento MTA (Mineral
tridxido agregado) leva ao desenvolvimento de novos materiais de silicato de célcio [1,2], que
¢ o principal componente deste cimento. Assim, coma perspectiva de melhora nas
propriedades de manipulagdo, e tempo de presa, surgem novos materiais & base de silicato de
calcio. Biodentine (Septodont, Saint Maur des Fosses, France) é um cimento composto de
silicato tricélcio, silicato dicalcio, carbonato de calcio, 6xido de ferro e 6xido de zirconio, e 0
liguido composto de cloreto de célcio e um polimero hidrossolavel [3]. Suas indicagdes sdo
semelhantes as de MTA incluindo reparo de perfuracGes radiculares e obturacdo retrégrada
[4]. A principal vantagem relatada pelo fabricante é seu reduzido tempo de presa, quando
comparado ao MTA [5], e melhores propriedades quimicas e de manipulagéo [3].

Outro material recentemente lan¢ado no mercado a base de silicato de célcio € o MTA
Plus (Prevest Denpro limitada, Jammu, india, por Avalon Biomed Inc), composto por
silicatos de calcio e particulas finas [6], sendo indicado tanto para tratamentos pulpares
(pulpotomia, capeamento pulpar) quanto para tratamentos reparadores endoddnticos
(retrobturagdes, perfuracdes, reabsor¢fes) [7]. MTA Plus é um material bioativo com boas
propriedades fisico-quimicas, indicado como material reparador [7].

Novas formulacfes de materiais & base de silicato de célcio sdo desenvolvidas a partir
de aditivos como resinas [8]. Ainda, agentes radiopacificadores sdo estudados para 0s
materiais reparadores [9]. A adicdo de resina epoxi ao MTA melhora o escoamento e
caracteristicas de manuseio do material [10]. O tipo de resina utilizada e a composicao do
radiopacificador podem afetar a capacidade de liberacdo de ions calcio e a sua bioatividade
[11]. O oOxido de bismuto, presente no MTA, tem sido relacionado com maior degradacéo de
propriedades fisico-quimicas [12] e efeitos bioldgicos negativos [13]. Oxido de zirconio tem
mostrado ser uma boa alternativa para uso como agentes radiopacificador em cimentos
reparadores a base de silicato de calcio [14]. Oxido de ni6bio também é uma alternativa de
radiopacificador, principalmente por sua excelente biocompatibilidade, resisténcia a corrosao
e desintegracdo [15], além de ter demostrado capacidade para promover a formagdo de
hidroxiapatita [16].

Ja foi demostrado que Biodentine e MTA Plus ndo sdo citotdxicos frente a varias
linhagens celulares [17-19], assim como Cimento Portland (CP) acrescido de Nb,Os micro e
nanoparticulados, frente a linhagem celular osteoblastica Saos-2 [20]. No entanto, é
importante verificar o mecanismo da morte celular, assim como genotoxicidade promovida

pelos materiais. Apoptose é a morte celular programada, que representa um mecanismo
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fisiolégico, visando eliminar células senescentes ou alteradas que sdo inuteis ou prejudiciais
ao organismo [21]. Assim, a expressdo de genes envolvidos nesse processo contribui para o
conhecimento do tipo de morte celular frente aos novos materiais in vitro. BAX é um gene da
familia BCL2, que promove a apoptose. Sendo o BCL2 uma proteina antiapoptética, que
ajuda a preservar a integridade da membrana, impedindo a liberagdo inapropriada de proteinas
da mitocondria e Ca™ do reticulo endoplasmatico [22]. Ainda, se ligam a BAX e BAK
inibindo a liberacdo do citocromo c e outra proteinas intermembranas importantes para a
apoptose [23].

A avaliacdo da genotoxicidade pode ser realizada por testes in vivo e in vitro que
detectam compostos que induzem danos genéticos, incluindo danos no DNA, mutacdo génica
e transformacéo celular [24]. Ensaios de genotoxicidade sao amplamente aceitos como um
indicador importante de carcinogenicidade [25].

N&o havendo estudos anteriores do mecanismo de morte celular e genotoxicidade
frente aos materiais citados, o objetivo do estudo foi avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade
de duas formulagdes experimentais de cimentos a base de silicato de calcio, comparando aos
cimentos Biodentine e MTA Plus em linhagem celular osteobléstica Saos-2.

Metodologias
Cultura celular e manipulacgéo dos materiais:

Os materiais que foram avaliados e as proporcOes utilizadas estdo descritos na
Tabela 1.

Foram utilizadas células osteoblasticas humanas (Saos-2, linha ATCC HTB-85) por
meio de monocamada em frascos T-75 (Jetbiofil, Elgin IL, USA), contendo meio de cultura
D-MEM (Sigma/Aldrich, St Louis, MO) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS-
Gibco/Life Tecnologies), penicilina (100Ul / mL) e estreptomicina (100 mg / ml). As células
foram cultivadas duas vezes por semana a 37 °C, 95% de umidade, 5% de CO2. As células
aderentes em fase logaritmica de crescimento foram removidas por uma mistura de tripsina /
EDTA 0,25% (Gibco- BRL,Gaithersburg. MD) a 37°C durante 3 minutos.

Nessa etapa, 1g de cada material foram pesados em balanga de precisdo, manipulados
com &gua destilada ou veiculo do material nas devidas propor¢6es em placas de vidro estéreis
e acomodados no fundo de placas de cultura de 12 pogos devidamente identificados e
hidratados com gaze umedecida. As placas foram entdo levadas em estufa a 37°C durante 15
horas para completa presa dos materiais. Apos esse periodo, as placas foram expostas a luz
U.V. durante 30 minutos para prevencdo de contaminacdo e 5 mL de meio de cultura DMEM
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sem soro fetal bovino (Sigma/Aldrich) preencheram cada poco das placas onde o material foi
acomodado e permaneceram por 24 horas em estufa (37°C, 95% umidade e 5% CO,) para
formagdo do eluido de cada material. Apos 24 horas, esse meio foi coletado e novas diluicdes
foram feitas para a exposicao as células e ensaios.

1. Ensaio de viabilidade celular

Esse ensaio é baseado na habilidade da enzima desidrogenase mitocondrial em
converter o sal que tem a cor amarela e é solivel em &agua 3-(4,5-dimethyl-thiazoyl)-2,5-
diphenyl-tetrazolium bromide (MTT; Sigma Chemicals, St Louis, MO) em compostos
coloridos de formazan, cuja absorbancia € proporcional a quantidade de células vivas. Apds
contagem e plaqueamento das células osteoblasticas SAOS-2 ( 7x10*céls/mL) em placas de
96 pocos com meio de cultura D-MEM 5% SFB (Soro fetal bovino- Gibco/Invitrogen), as
mesmas foram expostas durante 1, 3 e 7 dias com o eluido dos cimentos (200ul/cada) na
diluicdo de 1:8 e controles (negativo: DMEM sem SFB; positivo: Perdxido de hidrogénio
3%). Ap0s o periodo de 1, 3 e 7 dias, 0 meio de cultura foi trocado por 100ul de DMEM sem
SFB contendo 5 mg/mL de MTT e as placas incubadas por 3 horas. Depois disso, cada pogo
foi lavado com 200ul de tampé&o fosfato (PBS 1 X) e 100 ul de alcool isopropilico acificado
(HCI: isopropylalcohol, 0.04N) foi adicionado ao extrato para solubilizar o formazan. A
densidade dptica (OD) 570 nm, foi mensurada em leitor de microplacas automatico (ELx800;
Instrumentos Bio-Tek, Winooski, VT). As planilhas foram importadas para o Excel (Office
2007; Microsoft Corporation, Redmond, WA).

2. gPCR

As células expostas aos eluidos por 3 e 5 dias foram coletadas e as amostras de RNA
total extraidas com o reagente Trizol de acordo com as instrucdes do fabricante (Invitrogen).
A concentracéo e a qualidade das amostras de RNA foram avaliadas com o espectrofotometro
NanoDrop 8000 (Fischer Scientific, Wilmington, DE, EUA). A partir de cada amostra, 2ug de
RNA foram submetidos a transcricdo reversa em cDNA utilizando o Kit de Transcri¢do
Reversa QuantiTect (Qiagen, Hilden, Alemanha). Os cDNAs obtidos foram utilizados como
molde para gPCR, a fim de avaliar a expressao diferencial dos marcadores BAX e BCL2.

As reacOes foram realizadas no sistema de mddulo Optico iCycler (Bio-Rad,
Philadelphia, PA, EUA) em placas de qPCR de 96 pocos (ABgene, Epson, Surray County,
Reino Unido) com um volume de reagéo final de 20 puL/poco. Cada amostra de reagéo incluiu
Sybr-Green PCR Master Mix 1X (Bio- Rad), 50ng de cDNA e 0.25 M de primers sense e
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anti-sense (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Para o gene alvo BAX (NM_001291428), o
desenho do primer sense foi 5 GTTGTCGCCCTTTTCTACTTTG 3’ e o desenho do primer
anti-sense 5> AAGGAAGTCCAATGTCCAGC 3’. Para o gene alvo Bcl2 (NM_000633), o
primer sense foi 5° GTTGTCGCCCTTTTCTACTTTG 3’ e primer antisense foi 5’
AAGGAAGTCCAATGTCCAGC 3. GAPDH (NM_001289745) foi: sense 5’
ATCATCTCTGCCCCCTCTGCTGA 3’ primer antisense foi 5
TCATGACCACAGTCCATGCCATCA 3.

As condigdes otimizadas de ciclos térmicos foram: 95 °C durante 7 min, seguido por
45 ciclos de 95 °C por 10 s, 55 °C durante 15 s, 72 °C durante 15 s e ciclos finais de 95 °C

durante 1 min, 55 °C durante 1 min, 80 ciclos de 55 °C durante 10 s. Triplicatas idénticas
foram preparadas para cada reacdo e o experimento foi repetido 3 vezes de forma
independente (n=9/grupo). Os resultados foram apresentados de acordo com a media dos
valores de expressdo dos genes, normalizados pelo controle interno gapdh pelo método da

comparacéo do limiar dos ciclos (AACT).

3. Ensaio cometa
3.1 Preparo das laminas

Foram plaqueadas 2 x 10° céls/mL em placas de cultura de 24 pocos em triplicata.
Apo0s 24 horas, as células foram expostas aos eluidos dos cimentos (1:2 e 1:8) e mantidas por
adicionais 24 horas em estufa a 37°C, 95% umidade e 5% CO, A técnica descrita por Singh et
al.[26] foi baseada para a quantificacdo de baixos niveis de danos no DNA em células. Apos o
tratamento das células com os eluidos dos cimentos, 200ul de tripsina/EDTA 0.25% (Gibco-
BRL, Gaithersburg, MD) foi adicionado a cada poco da placa durante 2 minutos para remover
as celulas. Apos a centrifugacdo (2000rpm /3min), cada grupo de células foi resuspendido em
200ul de agarose LMP (Lowmelting point- Sigma/Aldrich, St Louis, MO) e transferidos para
laminas recém preparadas e identificadas com agarose ponto de fusdo normal (Sigma/Aldrich,
St Louis, MO).

As laminas foram entdo, mergulhadas em solugdo de lise {SmL Triton X-100 +
50mL DMSO + Solucdo de lise estoque- completar para 500mL [500mL Agua destilada;
73,05g NaCl (2,5M); 18,6g EDTA (100mM); 0,6g Tris (1-mM) recém preparada e a 4°C

overnight.
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3.2 Eletroforese

As laminas foram preparadas na cuba de eletroforese horizontal, deixando por
20min na solucdo de eletroforese [2000mL de Agua destilada; 10mL EDTA (A); 60mL
NAOH (B)], acertando o pH para > 13 com NaOH ou HCI, para haver o relaxamento do
DNA. (A) Solugdo de EDTA: 50mL Agua destilada, 3,72g EDTA — Acertar o pH para 10
utilizando NAOH/HCI. (B) Solucido de NAOH: 250mL de Agua destilada, 100g NaOH. A
fonte foi regulada para 25volts e a corrida por mais 20 minutos. As laminas foram removidas
cuidadosamente e mergulhadas na solugéo de Neutralizacdo (Agua destilada; Tris 0,4M- pH
7,5) por 15 minutos. As laminas foram entéo fixadas em etanol puro para posterior secagem

em temperatura ambiente.

3.3 Coloracdo e Analise

Para corar as laminas, 80ul de Brometo de Etidio (0,02mg/mL) foi adicionado.
Uma nova laminula foi acomodada por cima da lamina e as leituras foram imediamente
realizadas em microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse 50i- h550S) em aumento de 40x.
Foram contadas 100 células/ grupo, fotografando cada campo escolhido. As imagens foram
analisadas no programa Comet Score em relacdo a porcentagem de DNA na cauda
(fragmentacdo do DNA) e analisadas estatisticamente através do programa Graphpad Prism
5.03. As células contadas foram analisadas comparando o mesmo grupo de materiais em
relacdo aos controles positivo e negativo. Para o controle positivo foi utilizado o Perdxido de
Hidrogénio (0,001M).

4. Andlise Estatistica

Os ensaios MTT e gPCR foram realizados em triplicata e repetidos em trés
tempos independentes e os dados foram apresentados na forma de média e desvio padréo da
média. Para o ensaio Cometa, 100 células por concentracdo e controles foram analisados. Os
dados foram analisados utilizando o programa estatistico Graph Pad Prism 5 (Graph Pad
Software In., San Diego, Califérnia, EUA). O resultado do ensaio de MTT e qPCR foram
analisados empregando two-way ANOVA e pds-teste de Bonferroni. O ensaio Cometa foi
analisado empregando Kruskal-Wallis com pos-teste Dunn. O nivel de significancia adotado
foi de 5%.
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Resultados:

1. Ensaio de viabilidade celular- MTT

A viabilidade celular de Saos-2 apds o cultivo com os eluidos de MTA P, BIO, CSCR
ZrO; e Nby,Os e em 1, 3 e 7 dias estdo representados na figura 1. Em 1 dia de exposi¢édo, ndo
houve diferenca estatistica para os grupos testados e o controle, com exce¢do do CSCR
Nb,Os. Ja nos periodos de 3 e 7 dias, todos os grupos foram semelhantes ao controle
(P<0.05).

2. qPCR

Os resultados de gPCR indicaram que em 3 dias de exposic¢do, houve expresséo de
BAX para os grupos CSCR ZrO, e CSCR Nb,Os e em 5 dias de exposicdo, MTAP e CSCR
ZrO; expressaram o gene BAX. Para 0 BCL2, em 3 dias somente MTAP promoveu grande
expressdo do gene, e em 5 dias, MTAP e CSCR Nb,Os apresentaram maior expressao. A
correlagéo entre os genes (BCL2/BAX) demonstra que MTAP apresenta alta expressao, cerca
de 8 vezes a mais que o controle e em 5 dias, MTAP e CSCR Nb,Os promoveram elevada
expressdo, seguidos de CSCR ZrO,, Figura 2.

3. Ensaio Cometa

O ensaio Cometa foi utilizado para medir os danos no DNA de Saos-2 in vitro
expostos a diluicdo dos materiais. Todos os materiais testados em ambas as diluicdes (1:2 e
1:8) permaneceram similar ao controle negativo, sem diferenga estatistica (P<0.05). O
controle positivo (peroxido de hidrogénio 3%) induziu quebra de DNA, muito superior a
todos os grupos analisados como observamos na figura 3.
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Discussao

Os resultados obtidos para viabilidade celular por MTT demonstraram resposta tempo
dependente, com aumento da viabilidade celular com o tempo de avaliagdo. Somente o grupo
CSCR Nb,Os, foi diferente do controle negativo no periodo de 24 horas, com baixa
viabilidade celular. Mestieri et al. [20] observaram resultados semelhantes, quando avaliaram
a viabilidade de Saos-2 frente ao cimento Portland associado ao Oxido de nidbio micro e
nanoparticulados no decorrer de 1, 3 e 7 dias. Estudando a viabilidade das células da polpa
hDPSCs frente ao Biodentine, Luo et al. [27] observaram resposta tempo/diluigéo dependente,
durante 1, 3, 5 e 7 dias. MTA Plus branco e cinza também mostraram biocompatibilidade in
vitro proporcional ao tempo/ diluigdo em células MDPC-23 (células tipo-odontoblastoides de
ratos) [19].

Vérios métodos sdo usados para avaliacdo da citotoxicidade de novos materiais e
drogas. Apesar do teste MTT ser rotineiramente usado como teste in vitro, ele pode levar a
resultados falso-positivos [28]. A analise do tipo de morte celular (apoptose/necrose) visa
melhor compreensédo do mecanismo de morte celular, e da influéncia dos materiais nesses
mecanismos. Proteinas BCL2 regulam a via intrinseca da apoptose, e a principal classe de
reguladores intracelulares da apoptose é a familia de proteinas BCL2 [22]. Existem proteinas
pré e anti-apoptoéticas, o BCL2 é uma proteina anti-apoptética, que ajuda a preservar a
integridade da membrana, limitando os efeitos pro-apoptéticos do BAX e bloqueando a
liberacdo de citocromo-C pela mitocondria [23]. BAX é um gene da familia BCL2 que
promove a apoptose por se ligar e antagonizar a proteina BCL2 [29]. O aumento de BAX em
3 dias e a nédo expressdo de BCL2 observado para os grupos CSCR ZrO;, e Nb,Os, sugere
inducdo de apoptose para esses grupos em Saos-2. Para 0 MTAP, a expressdo de BCL2 em 3
dias, é maior que BAX, sugerindo a citocompatibilidade deste material, ndo sendo necesséario
a ativacdo de apoptose e nem a liberagdo inapropriada de proteinas da mitocondria e de Ca*™
do reticulo pra dar inicio a cascata da apoptose. Ja no periodo de 5 dias, MTAP e CSCR ZrO,
induziram o aumento de BAX, porém houve maior expressdao de BCL2 para MTAP , CSCR
ZrO; e CSCR Nb,0s, sugerindo um efeito “protetor” para estes materiais nestes periodos, ja
que foi relatado que BCL2 prolonga a sobrevida das células.

A inducdo de apoptose é influenciada pela proporcdo BCL2/BAX [29]. Em 3 dias,
MTAP mostrou altos valores de propor¢do BCL2/BAX, aumentando em 5 dias. CSCR Nb;Os
também obteve altos valores na relagdo BCL2/BAX em 5 dias, seguidos de CSCR ZrO,. Em
5 dias, parece que a apoptose ja ndo € recrutada como nos primeiros dias de exposicéo,
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quando provavelmente, ocorre liberagdo de ifons Ca™ e elevagdo de pH induzido pelos
materiais, como mostrado por Zanini et al. [30] frente ao Biodentine nos primeiros dias de
exposicdo. Assim, BCL2 se liga ao BAX, ndo ativando a apoptose e preservando a
integridade da membrana, mostrando elevada expressao nos resultados do presente estudo. Ao
contrério foi observado para um potente medicamento natural extraido de raizes secas
denominado Matrine inibi¢cdo da proliferacdo e inducdo de apoptose de Saos-2 por meio da
expressdo de Fas/FasL e BAX, e baixa expressdo de BCL2, ativacdo de caspase-3, -8 e -9,
desencadeando a cascata de apoptose [29]. Ja foi demostrado em citometria de fluxo, que a
citotoxicidade inicial de MTA Plus parece estar mais associada a apoptose que a necrose, pela
deteccdo da fosfatidilserina na superficie das células, que sugere que os danos irreversiveis
pelos agentes citotdxicos sdo extracelulares, enquanto que as membranas nucleares ainda
permanecem intactas [31]. Além disso, Eid et al. [19] mostraram que a exposi¢cdo dos
cimentos de silicato de célcio resultou na diminui¢do dos niveis de ROS tanto para MTA Plus
cinza e branco, quando comparados aos niveis de células ndo expostas. Uma explicacéo
plausivel é que a elevacdo do pH causada pela liberacdo de hidroxido de célcio a partir dos
materiais pode diminuir a formacdo de ROS. Estes achados corroboram com resultados do
presente estudo uma vez que os materiais diminuindo os niveis de estresse oxidativo (“efeito
protetor”), podem aumentar a capacidade das células para diferenciacdo e deposi¢do de matriz
mineralizada quando as células sdo cultivadas em meio osteogénico.

Além da viabilidade celular, materiais reparadores ndo devem promover
genotoxicidade, que é a caracteristica de provocar danos ao material genético da célula, seja
por quebra no DNA, mutagdes, transformacdo celular, entre outros. A técnica do teste Cometa
é considerada simples, reprodutivel e confiavel quando avaliado em células de mamiferos
[32]. O principio basico do teste Cometa é a migracdo dos fragmentos do DNA em uma
matriz de agarose sob eletroforese. Quando as laminas sdo vistas no microscépio de
fluorescéncia, as células tem a aparéncia de Cometa com a cabeca (ndcleo) e cauda
(fragmentos de DNA), ou simplesmente de forma esférica quando ndo induziram a quebra do
DNA. Todos os materiais avaliados, nas dilui¢fes escolhidas (1:2 e 1:8), ndo induziram
genotoxicidade, permanecendo similar ao controle negativo (P<0.05). Resultados similares
foram encontrados para o cimento Portland puro e acrescido de 15% de Oxido de bismuto,
além do MTA, que ndo foram genotoxicos a fibroblastos de ratos [33].

Desta forma, os materiais a base de silicato de céalcio avaliados experimentais ou
comerciais foram viaveis as Saos-2, ndao foram genotdxicos e apresentaram mecanismo de

morte celular mais associado a apoptose, mantendo a membrana celular sem alteragdes.
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Tabela 1. Materiais experimentais e propor¢do po/liquido

Material

Fabricante/ Proporgéo

CSCR  (Cimento  de
silicato de calcio

resinoso) + 30% ZrO;

Ligatex Ind. e Com. Ltda., Rio Claro, SP, Brasil
Proporgéo: 1g - 235ul

CSCR  (Cimento  de
silicato de calcio
resinoso) + 30% Nb,Os

Ligatex Ind. e Com. Ltda., Rio Claro, SP, Brasil
Proporgéo: 1g - 380ul

MTA Plus

Avalon Biomed Inc., Bradenton, FL, USA

Proporcao: relagdo agua destilada-pé 0.35

Biodentine

Septodont, Saint-Maur-des-fosses’s, France
Proporcdo: 1g — 1 ampola dgua destilada
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Figuras
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Figura 2.
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Figura 3.
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CP representa o controle positivo (peréxido de hidrogénio 1mM). Resultados foram expressos por %
de DNA na cauda de 100 células por concentracdo e controles. Tratados vs C, (*P<0.05;**P<0.01);
***P<(0.001).
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6 CAPITULO 4

Bioatividade do MTA Plus, Biodentine e cimentos modificados a base de

silicato de calcio com 6éxido de zirconio ou 6xido de nidbio*

*Artigo nas normas do periédico International Endodontic Journal.

Resumo

Novos cimentos a base de silicato de céalcio e formulagdes modificadas sdo propostos.
Objetivo: Comparar a bioatividade dos materiais a base de silicato de calcio Biodentine
(Septodont) e MTA Plus (Avalon) e o cimento experimental de silicato de calcio resinoso
(CSCR) acrescido de oxido de zirconio (ZrO;) ou 6xido de nidbio (Nb,Os). Metodologia:
Células osteoblasticas humanas Saos-2 foram utilizadas para avaliagdo da citotoxicidade
(MTT), bioatividade pelos métodos de proliferacdo celular, atividade da enzima fosfatase
alcalina (1, 3 e 7 dias) e analise da expressao génica de fosfatase alcalina (alp) e osteocalcina
(ocn). O corante vermelho de Alizarina detectou os depdsitos de calcio em meio osteogénico.
Os dados de MTT, proliferacéo celular, fosfatase alcalina e g°PCR foram submetidos a analise
de variancia e Bonferroni, e vermelho de Alizarina ao teste ANOVA, com pds-teste Tukey
(P<0.05). Resultados: No MTT, os materiais apresentaram comportamento dose-dependente,
assimilando ao controle nas maiores diluicbes. Todos demonstraram atividade de ALP, com
destaque aos 7 dias. No Vermelho de Alizarina, todos induziram depositos de célcio,
destacando CSCR Nb,Os. A expressdo génica de alp e ocn foi baixa para todos os grupos (1
dia). Aos 3 dias, a expressédo de alp aumentou, sendo a maior para CSCR Nb,Os e Biodentine
(P<0.05). N&o houve expressdo de ocn. Conclusdo: Todos o0s materiais mostraram
viabilidade e potencial osteogénico. Dentre 0s materiais comerciais destaca-se o Biodentine.
O cimento experimental a base de silicato de céalcio CSCR e os radiopacificadores 0xido de

zircdnio e de nidbio mostram potencial para o desenvolvimento de materiais reparadores.

Palavras-chave: Citotoxicidade, cultura celular, expressdo génica, silicato de calcio,

endodontia.
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Introducéo
O MTA (Mineral Trioxido Agregado) é indicado como material reparador de

perfuracbes e em obturagOes retrogradas por apresentar excelente biocompatibilidade e
capacidade de induzir tecido mineralizado (Yoshino et al. 2013). No entanto, algumas
desvantagens como consisténcia fluida, dificuldade de manipulagéo e tempo de presa elevado
podem dificultar sua aplicagdo clinica. O MTA é composto por cimento Portland e 6xido de
bismuto como radiopacificador (Danesh et al. 2006; Oliveira et al. 2007) sendo considerado
cimento a base de silicato de calcio (CSC). Formulagdes modificadas de cimentos de silicato
de calcio por meio de aditivos como resinas (CSCR) visam aperfeicoar a manipulagdo e
consisténcia do cimento.

Novos agentes radiopacificadores, como 6Oxido de zirconio (ZrO;) e éxido de
nidbio (Nb,Os) merecem destaque na formulacdo de cimentos reparadores e endoddnticos a
base de silicato de célcio (Viapiana et al. 2014). A associagdo do CP com 30% de ZrO,
demonstra propriedades fisico-quimicas adequadas (Camilleri 2010) com liberagcdo de ions
calcio e aumento do pH, além de apresentar bioatividade (Camilleri et al. 2011). O Nb,Os tem
sido utilizado em ligas de titanio de implantes enddsseos, devido a sua biocompatibilidade e
resisténcia a corrosao e desintegracdo (Gillani et al. 2010). A associa¢do do 6xido de niobio
como radiopacificador de cimentos de silicato de célcio foi avaliada (Guerreiro Tanomaru et
al. 2014) demonstrando que a associa¢do de 30% de Nb,Os micro e nanoparticulados no CP
proporciona radiopacidade adequada de acordo com a ANSI/ADA, sem influenciar o efeito
antimicrobiano do CP, e promovendo pH alcalino. O potencial bioativo da associagéo Nb,Os
e ZrO, com CP na formulagdo de um cimento endoddntico foi demonstrada pela deposicéo de
cristais de hidroxiapatita (Viapiana et al. 2014). CP + Nb,Os também apresenta viabilidade
das células osteoblasticas humanas Saos-2 e estimula a producdo de ALP em 7 dias com
resultados melhores que MTA quando usado na forma microparticulada, demonstrando
potencial de mineralizacdo (Mestieri et al. 2014).

O BiodentineTM (Septodont), é um material a base de silicato de calcio que
consiste em um pd composto de silicato tricélcio, silicato dicélcio, 6xido de célcio, carbonato
de célcio e déxido de zircbnio como radiopacificador. O liquido contém cloreto de célcio (que
diminui o tempo de presa) e um polimero hidrossolivel (agente redutor de agua) para manter
a fluidez, com uma baixa proporcdo pé/adgua (Active Biosilicate TechnologyTM 2010). As
indicacOes do Biodentine sdo similares ao MTA, porém suas principais vantagens sdo o tempo
reduzido de presa e melhor propriedade mecénica (Camilleri et al. 2013). O radiopacificador

deste material (6xido de zircbnio) demostra vantagem em relacdo ao 6xido de bismuto
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presente no MTA (Camilleri et al. 2013), uma vez que o Oxido de bismuto promove
deterioracdo da estabilidade mecanica e aumento da porosidade, podendo alterar a
longevidade do material (Coomaraswamy et al. 2007). Biodentine tem se destacado em
relacdo a propriedades biologicas in vivo e in vitro, como auséncia de resposta inflamatdria e
formagéo de ponte de dentina quando utilizado no capeamento de dentes vitais (Nowicka et
al. 2013), aumento de viabilidade celular quando exposto a células da polpa OD-21, além da
inducdo de expressdao de importantes marcadores moleculares envolvidos mineralizacéo,
como fosfatase alcalina e estimulo de depdsitos de célcio (Zanini et al. 2012).

MTA Plus (Avalon Biomed Inc., Bradenton, FL, USA) é um material & base de
silicato de célcio indicado tanto para terapias pulpares, como reparo de perfuracfes e como
material retrobturador. Uma vantagem deste material em relacdo ao cimento MTA é o
tamanho das particulas que chegam a ser 50% mais finas que o0 MTA, menores que 1um
(Neelakantan et al. 2013), com composi¢do quimica a base de silicato de célcio (Camilleri
2013). Quanto a viabilidade, quando exposto a células MDPC-23, o material foi
tempo/concentracdo dependente, sendo que os riscos de citotoxicidade foram despreziveis
apos a diluicdo dos componentes (Ashraf A. Eid 2013). As propriedades fisico-quimicas do
MTA Plus, manipulado com &gua ou gel, demonstram reacdo de hidratagédo, pH e liberacdo de
ions célcio semelhantes. Porém em relacdo ao tempo de presa, compressdo, porosidade e
reabsorcdo de liquidos, 0 MTA Plus manipulado com gel mostra melhor resultado do que o
manipulado com &gua destilada (Formosa et al. 2013).

Frente a novos materiais no mercado com poucos estudos em relacdo a
bioatividade, e novas propostas de cimentos a base de silicato de célcio e novos
radiopacificadores, o objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade e bioatividade de

materiais a base de silicato de calcio comerciais e experimentais.

Material e Métodos
Cultura celular e manipulagéo dos materiais

Os materiais que foram avaliados e as propor¢Oes utilizadas estdo descritos na
Tabela 1.

Foram utilizadas células osteoblasticas humanas (Saos-2, linha ATCC HTB-85)
por meio de monocamada em frascos T-75 (Jetbiofil, Elgin IL, USA), contendo meio de
cultura D-MEM (Sigma/Aldrich, St Louis, MO) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(FBS- Gibco/Life Tecnologies), penicilina (100Ul / mL) e estreptomicina (100 mg / ml). As
células foram cultivadas duas vezes por semana a 37 °C, 95% de umidade, 5% de CO2. As
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células aderentes em fase logaritmica de crescimento foram removidas por uma mistura de
tripsina / EDTA 0,25% (Gibco- BRL,Gaithersburg. MD) a 37°C durante 3 minutos.

Nessa etapa, 1g de cada material foram pesados em balanca de precisao,
manipulados com agua destilada ou veiculo do material nas devidas proporg¢des em placas de
vidro estéreis e acomodados no fundo de placas de cultura de 12 pocos devidamente
identificados e hidratados com gaze umedecida. As placas foram entdo levadas em estufa a
37°C durante 15 horas para completa presa dos materiais. Apos esse periodo, as placas foram
expostas a luz U.V. durante 30 minutos para prevenc¢édo de contaminac¢do e 5 mL de meio de
cultura DMEM sem soro fetal bovino (Sigma/Aldrich) preencheram cada pogo das placas
onde o material foi acomodado e permaneceram por 24 horas em estufa (37°C, 95% umidade
e 5% CO,) para formacéo do eluido de cada material. Apds 24 horas, esse meio foi coletado e
novas dilui¢cGes foram feitas para a exposi¢do as células e ensaios.

Ensaio de viabilidade celular- MTT

Esse ensaio é baseado na habilidade da enzima desidrogenase mitocondrial em
converter o sal que tem a cor amarela e é sollvel em &agua 3-(4,5-dimethyl-thiazoyl)-2,5-
diphenyl-tetrazolium bromide (MTT; Sigma Chemicals, St Louis, MO) em compostos
coloridos de formazan, cuja absorbancia € proporcional a quantidade de células vivas. Apds
contagem e plagqueamento das células osteoblasticas Saos-2 (7x10%céls/mL) em placas de 96
pocos com meio de cultura D-MEM 5% SFB (Soro fetal bovino- Gibco/Invitrogen), as
mesmas foram expostas durante 24 horas com os eluidos dos cimentos (200ul/cada) nas
diluicbes de 1:1; 1:2; 1:4 e 1:8 e controles (negativo: DMEM sem SFB; positivo: Peroxido de
hidrogénio 3%). Apds o periodo de 24 horas, o0 meio de cultura foi trocado por 100ul de
DMEM sem SFB contendo 5 mg/mL de MTT e as placas incubadas por 3 horas. Depois
disso, cada pogo foi lavado com 200ul de tampédo fosfato (PBS 1 X) e 100 ul de alcool
isopropilico acificado (HCI: isopropylalcohol, 0.04N) foi adicionado ao extrato para
solubilizar o formazan. A densidade Optica (OD) 570 nm, foi mensurada em leitor de
microplacas automatico (ELx800; Instrumentos Bio-Tek, Winooski, VT). As planilhas foram
importadas para o Excel (Office 2007; Microsoft Corporation, Redmond, WA) e os dados
submetidos a andlises estatisticas (n=9).

Proliferacao celular
O ensaio de proliferacdo celular visa a avaliacdo das caracteristicas de migracdo das
células mantidas em diferentes condigdes de cultura. As células foram plaqueadas numa

densidade de 6 x 10° células por poco em placas de cultura de 12 pocos contendo meio de
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cultura DMEM e mantidas nas mesmas condigdes ja descritas anteriormente. Quando
atingiram 80-90% de confluéncia (24 horas), as Saos-2 foram removidas por scratching num
trecho linear de aproximadamente 350 um, passando verticalmente pelo centro de cada poco,
utilizando uma ponta de polipropileno estéril (Lipton et al. 1971). Imediatamente, as
monocamadas foram lavadas 2 vezes com PBS 1X e 0 meio de cultura foi substituido por 1.5
mL de eluidos dos materiais ou novo DMEM (grupo CT). Os eluidos de materiais e DMEM
foram renovados no dia 3 apo6s inicio da exposi¢cdo das células. A proliferacdo celular foi
observada em tempos de cultura determinados (0, 1, 2, 3 e 5 dias) utilizando microscépio
invertido (Zeiss Axiovert 100, objetiva 10X) e os pocos fotografados (Canon EOS-1D). As
imagens digitais foram processadas e a mensuragdo da area coberta por células foi realizada
utilizando o sofware ImageJ 1.45 (National Institutes of Health, NIH, EUA). Os experimentos
foram realizados em triplicata e 35 campos diferentes foram fotografados/digitalizados para
cada grupo (n=35/grupo).

Atividade de Fosfatase Alcalina

A atividade da fosfatase alcalina foi determinada por meio do kit comercial da
Labtest (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). O principio da metodologia esta na hidrélise da
timolftaleina monofosfato pela fosfatase alcalina produzida pelas células, que devera liberar a
timolftaleina de cor azul em meio alcalino, sendo a intensidade de cor diretamente
proporcional & atividade enzimatica. Apds 24 horas da contagem e incubagdo das células
(7x10%) em placas de 96 pocos, houve a exposicdo das mesmas com o eluido dos cimentos
retrobturadores j& previamente preparados na diluicdo 1:8, durante o periodo de 1, 3 e 7 dias.
Apdbs cada periodo experimental, o meio de cultura foi removido e as células lavadas com
200ul de PBS 1X. Para o periodo de 7 dias, houve uma troca do eluido dos cimentos no 3° dia
de exposi¢do. Em seguida, foi acrescentado 200ul de uma solugdo de Lauril sulfato de
sodio/agua destilada 1% (Sigma/Aldrich) a cada poco das placas de cultura de células. Apos
30 min a temperatura ambiente, 12,5ul dessas amostras foram transferidas para tubos tipo
Eppendorf contendo o substrato e o tampédo da enzima, conforme o procedimento padréo do
KIT. Os sistemas foram incubados a 37°C durante 10 min e 500pl do reagente de cor foi
adicionado em cada tubo Eppendorf. As amostras foram entdo, passadas para uma nova placa
de 96 pocos para leitura em leitor de microplacas automatico (ELx800; Instrumentos Bio-Tek,
Winooski, VT). A absorbancia foi medida a 590nm e os resultados obtidos submetidos a
andlises estatisticas. O experimento foi realizado em triplicata.
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A quantificacdo da enzima é dada pela seguinte formula:
Fosfatase Alcalina (U/L) = Abs da amostra/Abs padrdo x 45.

Vermelho de Alizarina

O corante vermelho de alizarina é usado para identificar o depdsito de calcio em
cultura de células. O calcio forma um complexo vermelho de alizarina S em um processo de
quelacdo. Com intuito de avaliar a quantidade de célcio depositado por diferentes materiais a
base de silicato de célcio, células osteoblasticas SAOS-2 foram contadas e plaqueadas
(1x10%) em placas de cultura de 12 pocos. Durante 21 dias, o meio de cultura DMEM
osteogénico contendo o eluido dos materiais (previamente preparados) na dilui¢do 1:8 foi
renovado a cada 2 dias, totalizando 21 dias em contato com os eluidos. O meio entdo, foi
aspirado, os pocos lavados com PBS 1X e as células fixadas com 10% de paraformaldeido
(Sigma/Aldrich) em temperatura ambiente por 15 minutos. As monocamadas foram entéo
lavadas duas vezes com agua destilada anteriormente a adi¢cdo de 1mL do corante Alizarin
Red S 40 mM (pH 4.1) e assim mantidas a temperatura ambiente por 20 minutos. Apds o
periodo, o corante foi aspirado e 0s pocos lavados 4 vezes com 1mL de dgua destilada/pogo
cuidadosamente. As placas foram entdo deixadas anguladas por 2 minutos, para facilitar a
remocdo do excesso de agua e imediatamente fotografadas e analisadas no programa
ImageTool (n=3/grupo). Os resultados foram submetidos a andlise estatistica.

Expressdo génica de marcadores moleculares de osteogénese

A andlise foi realizada pela quantificagdo relativa utilizando o aparelho Real
Time Polymerase Chain Reaction (Real Time PCR, StepOnePlus Real Time PCR System,
Applied Biosystems, Life Technologies, Grand Island, NY, USA). SAOS-2 foram coletadas
apos cultivo com os eluidos dos cimentos durante 1 e 3 dias, e submetidas & extracdo de
RNA total de acordo com o procedimento padrdo do reagente Trizol (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) e utilizando o kit SuperScript Il (Invitrogen, Life Technologies, Grand
Island, NY, USA). A reacdo de incubagdo do RNA total foi realizada junto com primer dT
0,5 mg/mL e &gua por 5 minutos a 25°C para posterior obtencdo do cDNA utilizando o kit
ImProm-11 Reverse Transcription System (Promega Corporation, Madison, WI, USA). Em
termociclador (My Cicler, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), foram realizados os
seguintes ciclos de temperatura: 42°C por 60 minutos para anelamento do primer, 70°C por
15 minutos para extensdo da fita de cDNA e 4°C para armazenamento do cDNA. As
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referéncias das sondas foram: Osteocalcina, OC (Hs01587814 g1); Fosfatase Alcalina, ALP
(Hs01029144 m1) e GAPDH (Hs02758991 gl1) (Applied Biosystems, Life technologies).
Triplicatas foram feitas para cada reacdo, e o experimento foi repetido por 3 vezes
independetes. Os resultados foram apresentados de acordo com a média dos valores de
expressdo dos genes, normalizados pelo controle interno gapdh pelo método da comparagéao

do limiar dos ciclos (AACT). (n=9/grupo).

Anélise estatistica:

Os ensaios MTT, ALP, gPCR e Vermelho de Alizarina foram realizados em triplicata
e repetidos em trés tempos independentes e os dados foram apresentados na forma de média e
desvio padrdo da média. O ensaio de proliferacdo foi realizado em triplicata e 35 campos
diferentes foram fotografados/digitalizados para cada grupo (n=35/grupo). Os dados foram
analisados utilizando o programa estatistico Graph Pad Prism 5 (Graph Pad Software In., San
Diego, California, EUA). O resultado do ensaio de MTT, Proliferacdo celular, ALP e gPCR
foram analisados empregando two-way ANOVA e pos-teste de Bonferroni. O ensaio
Vermelho de Alizarina, foi analisado empregando one-way ANOVA com pdés-teste Tukey. O
nivel de significancia adotado foi de 5%.

Resultados:
Ensaio de viabilidade celular- MTT

MTA Plus e Biodentine apresentaram citotoxicidade dose-dependente, com maior taxa
de viabilidade celular nas maiores diluicdes. CSCR ZrO,, em todas diluicdes, manteve a
viabilidade préxima ao controle (P<0.05). CSCR Nb,Os apresentou menores valores de

viabilidade celular nas diferentes dilui¢cdes (P<0.05). (Fig.1)

Proliferacdo celular

As células nos diferentes grupos experimentais apresentaram proliferacdo maior que o
grupo controle, nos periodos de 1, 2 e 3 dias, com diferenca estatistica entre alguns materiais.
Porém aos 5 dias, todos materiais foram similares, havendo total cobertura da area de
proliferacéo. (Fig.2)
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Atividade de Fosfatase Alcalina
Foi realizada a avaliacdo em relacdo a viabilidade celular. A maior producdo da
enzima ALP foi observada para todos os grupos e controle aos 7 dias. (Fig.3)

Vermelho de Alizarina
Todos os materiais e o controle demonstraram producdo de nédulos de mineralizagéo.

CSCR Nb,Os apresentou melhores resultados entre os materiais avaliados (P<0.05). (Fig.4)

gPCR

Os resultados de gPCR indicaram que em 1 dia de exposi¢do, houve baixa expressao
do gene alp, e ndo houve expressdo para ocn. Quando usado meio osteogénico, apds 1 dia de
exposicao, a expressao aumentou para ALP, porém abaixo do controle, e ocn ndo apresentou
expresséo.

Apos 3 dias de exposi¢do, em meio convencional, MTAP apresentou expressdo baixa
de alp. No entanto, Bio e CSCR ZrO, foram similares ao controle e CSCR Nb,Os demonstrou
alta expressdo, cerca de 3 vezes maior que o controle (P<0.05). Em meio osteogénico, todos
0S materiais tiveram expressdo de alp, com semelhanca em relagdo ao controle (P<0.05).

Biodentine apresentou elevada expressdo superior ao controle. (Fig.5)

Discussao

A viabilidade celular por meio de teste MTT no periodo de 24 horas demonstrou que
Biodentine e MTA Plus apresentaram comportamento dose-dependente, sendo mais
citotoxicos nas menores dilui¢bes. Este resultado corrobora com Zanini et al. (Zanini et al.
2012) que demonstraram diminuicdo significativa das células OD-21 (células pulpares de
murinos) frente ao Biodentine nos dois primeiros dias de exposi¢édo, que poderia ser causado
pela liberacdo de fons Ca™ e aumento de pH, principalmente em 24 horas confirmado pela
mudanga de coloracdo do meio de cultura. Luo et al. (Luo et al. 2014) observaram
citotoxicidade para Biodentine, apds 24 horas de exposicdo, e aumento da viabilidade celular
progressiva em 3, 5 e 7 dias. No entanto, Attik et al. (Attik et al. 2014) mostraram alta
viabilidade celular para o Biodentine quando exposto as células MG63 apds 24 horas, sendo
similar ao MTA. As diferengas nos resultados podem estar relacionadas aos diferentes tipos
celulares, além do método de contato e diferentes tempos de exposicao.

A viabilidade celular para 0 MTA Plus foi semelhante ao controle mesmo nas menores
diluices, resultado similar obtido por Eid et al. (Eid et al. 2014) apos teste XTT, com células
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MDPC-23. No presente estudo, CSCR ZrO, demonstrou viabilidade celular, mantendo os
valores proximos ao controle, independente da diluicdo. No entanto, CSCR Nb,Os mostrou
menores valores de viabilidade celular, diferindo do controle. Mestieri et al. (Mestieri et al.
2014), observaram que em 1 dia de exposicdo, os menores valores de viabilidade para Nb,Os
associado ao CP em todas as concentragdes testadas, aumentando a viabilidade com o
aumento do tempo. Ainda, no mesmo estudo, foram avaliados 0s materiais na forma micro e
nanoparticulada do radiopacificador, que foram similares na viabilidade das células Saos-2.
Além da viabilidade, a proliferacdo, migracdo e adesdo das células sdo fases importantes a
serem analisadas, frente a regeneragdo de tecidos (Fitzgerald 1979). Os resultados
demonstraram que as Saos-2 expostas aos diferentes eluidos proliferaram de forma mais
répida que o controle. Luo et al. (Luo et al. 214) utilizaram as menores concentracdes de
Biodentine na proliferagdo e adesdo das células pulpares humanas e observaram que houve
aumento significativo nesses processos celulares, corroborando com resultados do presente
estudo e justificando a citocompatibilidade de todos os materiais analisados na maior diluicao.

A partir dos resultados de MTT, a concentragdo de 1:8 foi selecionada para a anélise
da bioatividade dos materiais realizada por meio da atividade de fosfatase alcalina (ALP),
coloragédo com vermelho de Alizarina e a expressdo de 2 importantes genes envolvidos na
mineralizacdo (alp e ocn). A atividade da ALP foi determinada apds periodos de 1, 3 e 7 dias
e normalizada pela viabilidade celular de acordo com Salles et al. (Salles et al. 2012). Apds 1
dia, a produgdo de ALP foi baixa para todos materiais, o que pode estar relacionado ao
elevado pH nas primeiras 24 horas (Green et al. 1988). A partir do 3° dia, os valores
aumentam e no 7° dia de exposicéo, foi observada maior atividade de ALP para todos os
materiais, com destaque ao Biodentine. Biodentine ja havia demostrado altos valores da
proteina (Chang et al. 2014), que é associada com a mineralizacdo bioldgica (Parfitt 1976).
Biodentine foi capaz de formar ponte de dentina em dentes humanos submetidos ao
capeamento pulpar, estimulando proliferacdo celular (Laurent et al. 2012; Nowicka et al.
2013). Biodentine também mostra ser bioativo ao aumentar a proliferacdo, migracéo e adeséo
das células da polpa dental humana HDPCs (Chang et al. 2014).

ALP libera ions fosfato livres que por sua vez, reagem com ions calcio para formar um
precipitado de fosfato de célcio, uma unidade molecular da hidroxiapatita (Kuru et al. 1999).
Para os materiais experimentais Nb,Os e ZrO,, apesar da maior expresséo ter sido em 7 dias
sem diferenca estatistica entre eles, melhores resultados foram observados para 0 Nb,Os em 3
dias, corroborando com resultados de Mestieri et al. (Mestieri et al. 2014), que observaram
melhor atividade de Nb,Os microparticulado, comparado ao MTA para Saos-2 ap6s 3 dias de
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exposicao. Salles et al. (Salles et al. 2012) também observaram maior atividade de ALP para
Saos-2 no 7° dia de exposicdo a um material a base de MTA.

Vermelho de Alizarina é um corante que identifica depdsitos de célcio em cultura
celular. Apés 21 dias de cultura com os diferentes eluidos dos cimentos em meio osteogénico
foi observado que todos os materiais induziram depdsitos de calcio, sendo MTA P e Bio
semelhantes ao controle (P<0.05), e CSCR Nb,Os superior aos demais, produzindo maior
quantidade de nodulos de mineralizagdo. CSCR ZrO, apresentou menor atividade. Estes
resultados sdo consistentes com o aumento da atividade de AL expressa para todos os
materiais avaliados.

Apesar da influéncia do agente radiopacificador ainda ndo ser muito clara na
bioatividade dos cimentos, 6xido de zirconio e 6xido de nidbio tem sido relatados na literatura
por serem utilizados em superficie de implantes e proteses, favorecendo a deposicdo 6ssea
(Shapira et al. 2009; Ozkurt & Kazazoglu 2011). No presente estudo, a associagdo CSCR
Nb,Os merece destaque. Oxido de nidbio ja demostrou capacidade de enuclear minerais sobre
a superficie (Karlinsey et al. 2006). Viapiana et al. (Viapiana et al. 2014) estudaram esses
dois radiopacificadores em cimentos de silicato de célcio e sugeriram que apesar de ambos
mostrarem serem inertes na reacédo de hidratacdo (Camilleri et al. 2011), Nb,Os proporcionou
deposicdo de cristais de hidroxiapatita na analise de microscopia eletronica de varredura,
ressaltando o potencial bioativo do material.

A expressdo dos genes alp e ocn foram mensurados por gPCR na presenca dos eluidos
dos cimentos na diluigéo 1:8 em 1 e 3 dias de exposi¢cdo em meio de cultura convencional e
osteogénico. Este método é indicado para quantificar a expressao génica ao longo do tempo
por ser sensivel e preciso (VanGuilder et al. 2008). O gene alp, fosfatase alcalina, é uma
proteina que desempenha um importante papel na mineralizacdo da matriz. A osteocalcina,
codificada ocn, é uma proteina ndo colagenosa, expressa na matriz extracelular, durante a
mineralizacdo dos osteoblastos (Rodan & Noda 1991). O nivel de expressdo de ambos 0s
genes foi baixo no 1° dia, sendo alp superior para todos os materiais, principalmente em meio
osteogénico. Isto pode ser explicado, pela mudancga do pH nas primeiras 24 horas, de todos 0s
materiais a base de silicato de calcio inibindo a expressdo génica (Green et al. 1988;
Torabinejad et al. 1995; Spector et al. 2001) corrobando com Yuan et al (Yuan et al. 2010)
que mostraram expressdes muito baixas de ocn em 1 dia de exposicdo do MTA e
Bioaggregate expostos as células MC3T3-E1. No 3° dia, a expressdo de ocn continuou baixa,
mesmo em meio osteogénico. No entanto, a expressao de alp aumentou consideravelmente

em todos os grupos, com excecdo do MTAP, havendo uma elevada expresséo no grupo CSCR
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Nb,Os (P<0.05). J& em meio osteogénico, para alp, todos 0s grupos expressaram e foram
semelhantes ao controle negativo, com exce¢do do Biodentine, que mostrou elevada
expressao no meio osteogénico (P<0.05). Este resultado é consistente com estudos prévios,
onde mostram que Biodentine induz a mineralizacdo (Laurent et al. 2012; Zanini et al. 2012,
Lee et al. 2014). Estes resultados reforcam o potencial do Nb,Os como radiopacificador
guando associado ao CSC, sendo promissor para desenvolvimento de biomateriais.

A diferente expressdo entre os genes pode estar relacionada a fase do desenvolvimento
celular (Zanini et al. 2012). ALP e Colageno tipo | sdo marcadores protéicos no
desenvolvimento precoce dos osteoblastos, e sdo portantos, associados a uma intensa
atividade secretora da célula, enquanto que os marcadores de proteinas de desenvolvimento
tardio, tais como osteoclacina (ocn), indicam que as células entram numa fase de repouso
(Simon et al. 2009). A expressdo de ocn nas células osteoblasticas MG63 s6 foi evidente a
partir do 7° dia de exposicdo ao MTA e cimento de silicato (Li et al. 2014), justificando os

resultados obtidos no presente estudo.

Concluséo:

Todos os cimentos a base de silicato de célcio, de uma forma geral, foram
citocompativeis, principalmente nas maiores dilui¢Ges, e induziram a bioatividade de Saos-2,
com destaque aos materiais Biodentine, e o cimento experimental de silicato de célcio com
Oxido de nidbio, que mostram maior potencial de mineralizacdo. Desta forma, os materiais
apresentam potencial biologico para ser usado como materiais reparadores. Estudos adicionais

s30 necessarios, especialmente para 0s materiais experimentais.
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Tabela 1. Materiais utilizados e proporgéo.

Material

Fabricante/ Proporgéo

CSCR  (Cimento  de
silicato de calcio
resinoso) + 30% Zr,0

Ligatex Ind. e Com. Ltda., Rio Claro, SP, Brasil
Proporgéo: 1g - 235ul

CSCR  (Cimento  de
silicato de calcio
resinoso) + 30% Nb,Os

Ligatex Ind. e Com. Ltda., Rio Claro, SP, Brasil
Proporgéo: 1g - 380ul

MTA Plus

Avalon Biomed Inc., Bradenton, FL, USA

Proporcao: relagdo agua destilada-pé 0.35

Biodentine

Septodont, Saint-Maur-des-fosses’s, France
Proporcdo: 1g — 1 ampola dgua destilada




87

Figuras
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Viabilidade celular de Saos-2 com os eluidos dos cimentos nas diferentes diluicGes (1:1; 1:2; 1:4 e
1:8) no periodo de 24 horas. MTA P representa 0 MTA Plus, BIO o Biodentine, CSCR ZrO, (Cimento
de silicato de célcio resinoso + 30% 06xido de zirc6nio), CSCR Nb,Os (Cimento de silicato de célcio
resinoso + 30% &xido de niébio) e C representa o controle negativo (células sem tratamento). Letras
diferentes representam resultados estatisticamente diferentes entre si dentro da mesma concentracéo,

comparando-os ao controle. (P<0.05).
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Figura 2.

Ensaio de proliferacdo celular sobre as células Saos-2 apds a exposi¢do ao eluido dos materiais na
diluicdo 1:8 nos periodos de 1, 2, 3 e 5 dias. MTA P indica o cimento MTA Plus, BIO o Biodentine,
CSCR + ZrO, (Cimento de silicato de calcio resinoso + 30% de 6xido de zirconio), CSCR + Nb,Os
(Cimento de silicato de célcio resinoso + 30% de 6xido de bismuto). Letras diferentes representam
resultados estatisticamente diferentes entre si, dentro do mesmo periodo. C representa o controle

negativo.
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Atividade de Fosfatase Alcalina (ALP) em relacdo a viabilidade celular de Saos-2 ap6s exposicdo ao
eluido dos cimentos na concentragdo de 1:8 em 1, 3 e 7 dias. MTA P indica 0 MTA Plus, BIO indica o
cimento Biodentine, CSCR ZrO, (Cimento de silicato de calcio resinoso + 30% Zr,0), CSCR Nb,Os
(Cimento de silicato de célcio resinoso + 30% Nb,Os). Letras diferentes representam resultados

estatisticamente diferentes entre si, dentro do mesmo periodo de tempo. C representa o grupo controle.
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A. Porcentagem de nédulos de mineralizago para Saos-2 ap06s exposicao aos eluidos dos cimentos na
concentracdo 1:8 durante 21 dias em meio osteogénico. MTA P representa o0 MTA Plus, BIO, o
Biodentine, CSCR ZrO2 (Cimento de silicato de calcio + 30% de oxido de zircbnio) e CSCR Nb205
(Cimento de silicato de calcio + 30% de 6xido de ni6bio). CO representa o controle osteogénico e C 0
controle normal. Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes entre si. B.

Aspecto dos Nédulos de mineralizacdo formados apés 21 dias em cultura.
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Niveis de expressdo de RNAm dos genes alvo em células Saos-2, apds exposi¢do ao eluido dos

cimentos na concentracdo 1:8 durante 1 e 3 dias. ALP, gene fosfatase alcalina, OC, gene osteocalcina.

A e B representam 1 dia de exposicdo em meio convencional (A) e meio osteogénico (B). C e D

representam 3 dias de exposi¢do em meio convencional (C) e osteogénico (D). MTA P Representa o
MTA Plus e MTA P_O, MTA Plus osteogénico, BIO o Biodentine, e BIO_O o Biodentine

osteogénico, CSCR ZrO; (Cimento de silicato de célcio resinoso + 30% o6xido de zircdnio) e CSCR

ZrO,_O (Cimento de silicato de célcio resinoso + 30% o6xido de zirconio em meio osteogénico) e

CSCR Nb;Os (Cimento de silicato de célcio resinoso + 30% oéxido de niobio) e CSCR Nb,Os_O

(Cimento de silicato de calcio resinoso + 30% de 6xido de niébio em meio osteogénico).C representa

o0 controle e CO o controle osteogénico.
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7 DISCUSSAO

Considerando-se que a composi¢do base do MTA €é o cimento Portland (CP),

utilizado na engenharia civil*®

, estudos para formulagdo de um novo cimento a base de
silicato de célcio sdo propostos. Além do cimento de silicato de célcio puro (CSC), o CSCM
(modificado) e mais 3 resinosos (CSCR1, CSCR2 e CSCR3) foram inicialmente estudados
quanto a cito e genotoxicidade em cultura de Saos-2. Os cimentos puros (sem o agente
radiopacificador) foram analisados quanto a citotoxicidade, tipo de morte celular e
genotoxicidade como critérios de selecdo no cap.l, ja que sdo materiais & base de CP, e
podendo conter metais pesados ou outras substancias genotdxicas, comprometendo a
possibilidade de uso clinico. A escolha dos dois melhores (CSCM e CSCR2), levando em
consideracdo principalmente a resposta ao teste de genotoxicidade avaliada atraves do teste

Cometa foi usado para a continuidade dos testes com adi¢éo de radiopacificadores.

Apesar das propriedades fisicas, mecanicas e bioldgicas dos CPs e MTA se

mostrarem semelhantes>*"°

, hd uma ampla sugestdo de radiopacificadores para estes
cimentos a base de silicato de célcio, para possibilitar a sua utilizagdo na prética clinica. No
segundo capitulo: éxido de zirconio (ZrO;) e 6xido de nidbio (Nb,Os) foram avaliados nas
formas micro (i) e nanoparticuladas (n), além do 6xido de bismuto (Bi,O3) e tungstato de
calcio (CAWQ,). O Bi,03 (radiopacificador do MTA), ndo apresentou bons resultados em
nosso estudo, principalmente em relacdo a bioatividade, producdo de ALP e nddulos de
mineralizagdo. Suas desvantagens ja tinham sido relatadas por outros estudos’®. Ja éxido de
zirconio (ZrO,) e d6xido de nidbio (Nb,Os), apresentaram os melhores resultados, nas formaa
micro e nanoparticulada. Ainda, nos ensaios de bioatividade, como producdo de ALP, gPCR e
vermelho de Alizarina, o éxido de nidbio se destacou, corroborando com estudo de Viapiana
et al.*® que demostram potencial bioativo para este material. Outros estudos também indicam
excelentes propriedades ao 6xido de zirconio e niébio®**"*®. Embora as formas micro e
nanoparticuladas tenham demonstrado resultados similares, estudos adicionais com formas
nanoparticuladas devem ser conduzidos para complementar as informagdes do presente
estudo, especialmente quanto a tentaiva de melhorar a incorporagéo das substéncias durante a
hidratagdo do material.
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A maioria dos materiais retrobturadores suprimem o crescimento de varios tipos de

células®*°

, mas 0 mecanismo exato ainda é vago. O crescimento celular é estritamente
regulado por progressdo do ciclo celular, e a desregulacdo deste ciclo por agentes toxicos
normalmente levam & inibicdo do crescimento, a citotoxicidade, e mesmo a apoptose'®. No
entanto, pouco se sabe sobre se a citotoxicidade de materiais retrobturadores é causada pela
desregulacéo do ciclo celular. Assim, tentamos compreender melhor os mecanismos de morte
celular que ocorre com 0s novos materiais, por meio de testes de citotoxicidade,, gPCR
investigando genes importantes que participam do processo de apoptose (BAX e BCL2) e
teste de genotoxicidade através do ensaio Cometa. Comparamos no capitulo 3, os materiais
experimentais que se destacaram na fase anterior (CSCR ZrO, e CSCR Nb,Os) com o0s
comerciais Biodentine e MTA Plus, que tem se destacado pelas excelentes propriedades
bioldgicas e manipulacdo. Apesar de nas primeiras horas 0s materiais mostrarem
citotoxicidade, esta foi sendo eliminada com o passar dos periodos, e em 72h e 7 dias, vimos
gue todos os materiais foram semelhantes ao controle. Também ndo foram genotoxicos,
mostrando biocompatibilidade in vitro. Pelos ensaios de bioatividade (capitulo 4), também
pudemos concluir que os materiais tem grande potencial reparador e mineralizador, quando
estimularam a producdo de ALP tanto pela avaliagdo com kit para anélise, quanto por qPCR,
e nodulos de mineralizagdo. Quando comparados aos cimentos comerciais Biodentine e MTA

Plus, que ja vem demostrando bioatividade®*

, vimos que principalmente o CSCR Nb,Os se
assemelhou ou foi superior a estes em testes bioativos, mostrando excelentes resultados € um

grande potencial para uso clinico.

As metodologias propostas neste estudo permitiram uma analise in vitro de novas
propostas de materiais a base de silicato de calcio, com grande potencial para novos estudos.
Propriedades fisico-quimicas e mecanicas estdo sendo avaliadas por nosso grupos de
pesquisa, assim como outros testes futuros sdo necessarios, como testes in vivo, visando o

desenvolvimento e adequagao de novos materiais reparadores.
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8 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

1. Todos os cimentos a base de silicato de calcio experimentais mostraram
viabilidade celular pelo MTT. CSC e CSCR2 apresentaram melhor resposta na
avaliacdo da apoptose e genotoxicidade com potencial para uso como materiais
reparadores.

2. Os materiais CSCM e CSCR, principalmente nas associagbes com pZrO,,
nZrOz, UNb,Os e nNb,Os podem ser considerados potenciais materiais
reparadores.

3. Os materiais a base de silicato de calcio experimentais (CSCR ZrO, e CSCR
Nb,Os) e os comerciais (Biodentine e MTA Plus) foram citocompativeis, nao
foram genotoxicos e apresentaram mecanismo de morte celular associado a

apoptose.

4 Biodentine (Septodont) e MTA Plus (Avalon) e o cimento experimental de
silicato de calcio resinoso (CSCR) acrescido de 6xido de zirconio (ZrOy) ou
oxido de nidbio (Nb,Os) mostraram potencial bioativo.

5 Os materiais experimentais avaliados a base de silicato de célcio acrescidos de
oxido de zirconio e 6xido de nidbio apresentam potencial bioldgico para ser
utilizado como material reparador, sendo semelhantes aos materiais Biodentine
e MTA Plus.
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