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Citotoxicidade de cimentos retrobturadores experimentais em
fibroblastos V79*

Cytotoxicity of experimental root-end filling materials in V79 cells

RESUMO

Associando as caracteristicas de adesividade e bom selamento do
cimento AH Plus & acéo biologica do MTA, Oxido de Zinco e Hidréxido de
Célcio, a proposta deste estudo foi avaliar a citotoxicidade destas
associacfes. Os espécimes dos cimentos e suas associacdes foram
preparados, e colocados em contato com meio de cultura (82,4 mm?
superficie/mL) logo ap6s a manipulacdo e deixados em estufa (37°C a
100% umidade) por 24 h. Fibroblastos pulmonares de hamster chinés
(V79) foram expostos a diferentes diluigbes dos cimentos por 24 h e a
viabilidade celular foi mensurada pelo teste de MTT. As diferencas entre a
taxa de sobrevivéncia celular foi estatisticamente analisada pelos testes
de Kruskal-Wallis e Dunn (p<0,05). Todos os cimentos apresentaram
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle, com excec¢ao do
MTA. A citotoxicidade em relacdo ao grupo controle cresceu na seguinte
ordem: AH Plus < AH Plus + Ca(OH) ; < AH Plus + OxZn< AH Plus +
MTA < MTA (p< 0,05). Concluindo-se que o acréscimo de materiais
biocompativeis com o intuito de melhorar a consisténcia do cimento AH
Plus para utilizacdo em retrobturacdo nao diminuiu significantemente sua
toxicidade.

UNITERMOS

Citotoxicidade; AH Plus; MTA; Ca(OH) ».

*Artigo elaborado de acordo com as normas do Periddico Brazilian Dental Science (ISSN 2178-
6011).
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ABSTRACT

Combining the characteristics of good adhesion and sealing of the AH
Plus sealer the biological properties of the MTA, zinc oxide and calcium
hydroxide, the purpose of this study was to evaluate the cytotoxicity of
these associations. The specimens of the sealers and their associations
were mixed and exposure to culture medium (82.4 mm?surface/mL) after
the manipulation and incubated in a humidified incubator (37°C and 100%
humidity) for 24 h. Chinese hamster lung fibroblasts (V79) were exposed
to different dilutions of this extracts for 24 h and cell viability was
measured by MTT test. The differences between the cell survival rates
were statistically analyzed for Kruskal-Wallis and Dunn (p<0.05). All
sealers showed a significant difference with the group control, except the
MTA. Cytotoxicity with the control group increased in the following order:
AH Plus < AH Plus + Ca(OH) , < AH Plus + OxZn< AH Plus + MTA < MTA
(p= 0,095). It was concluded that the addition of biological materials in order
to improve the consistency of AH Plus for use in retro cavities its toxicity
has not decreased significantly.

UNITERMS

Cytotoxicity; AH Plus; MTA; Calcium hydroxide.

INTRODUCAO

Com o avanco da tecnologia e o surgimento de novas
técnicas e materiais para obturacdo dos canais radiculares, a terapia
endodontica tem obtido maior indice de sucesso.

Entretanto, devido a falhas técnicas ou mesmo a
presenca de microrganismos persistentes, algumas terapias ndo sao bem
sucedidas [1], sendo necesséaria a realizacdo de retratamento. Neste
segundo tratamento, o profissional tem a oportunidade de corrigir falhas

ocorridas anteriormente, através de instrumentacdo mais invasiva do
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canal radicular, para que se obtenha um maior acesso as areas de
contaminagdo, utilizar outra medicacdo intracanal e por vezes
proporcionar o extravasamento da mesma, e até mesmo a utilizacdo de
outro cimento obturador que apresente melhores propriedades fisico-
quimicas. Porém, este tratamento nem sempre € viavel e nestes casos o
profissional deve optar pelo tratamento cirirgico complementar.

Deste modo, a cirurgia paraendodontica aparece como
excelente alternativa para a resolucdo de complicacbes e insucessos
decorrentes do tratamento de canal radicular. A proposta dos materiais
retrobturadores é criar um selamento apical ou uma barreira de protecao
entre os componentes do sistema de canais radiculares e os tecidos
perirradiculares no osso alveolar [2]. Entretanto, a exposi¢do dos tubulos
dentinarios e a falta de adaptacdo do material restaurador as paredes da
retrocavidade podem comprometer a sua eficacia [3].

O cimento retrobturador ideal ndo deve ser toxico ou
mutagénico, e deve ser biocompativel e insolluvel [2]. Deste modo, a
necessidade da avaliacdo da toxicidade permite identificar o0s
mecanismos biolégicos, assim como os de acado, destes materiais, antes
de utiliza-los na prética diaria.

O MTT vem sendo utilizado para testes de citoxicidade
em cultura de células, avaliando o metabolismo mitocondrial das mesmas.
Kim et al. [4] estudaram a efetividade do teste MTT para verificagdo da
viabilidade de células de ligamento periodontal. Para esses autores este é
um teste rapido, de alta eficacia, facil manipulacdo e fornece
imediatamente a quantidade e identificacdo de células viaveis.

Assim como a biocompatibilidade, a fluidez também
consta na lista dos requisitos de material de preenchimento ideal da
especificacdo n° 57 da ADA. Porém, entre os materiais obturadores ainda
existe diferenca de fluidez, entre o0 minimo e o maximo requerido pela
ADA. Entretanto, para a utilizagdo de um cimento endoddntico como

7

material retrobturador é interessante que este apresente menor fluidez,
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tanto para facilidade de inser¢cado quanto para permanéncia deste material
na retrocavidade.

Ultimamente, o mineral triéxido agregado (MTA) tem sido
um material extensivamente pesquisado e € o cimento mais utilizado na
obturacdo de cavidades retrégradas. Na endodontia ainda ocorreu nos
altimos tempos uma grande evolu¢do nos cimentos resinosos.

O primeiro cimento resinoso foi preconizado por
Schréeder [5], que propds um cimento obturador a base de resina epoxica
de BisGMA (Eter de Bisfenol A diglicidil). A partir de entdo, as pesquisas
contribuiram para a melhoria da qualidade desse tipo de cimento que
resultou em varias propostas, entre elas o AH Plus (Dentsply). O AH Plus,
apesar de possuir capacidade citotoxica e mutagénica, € um cimento
endodbntico resinoso de grande popularidade por apresentar
propriedades fisicas e quimicas satisfatérias. Sendo de facil manipulacao,
adaptacdo as paredes do canal radicular e apresenta estabilidade
dimensional em longo prazo [6, 7]. Porém, sua fluidez ndo é favoravel
para utilizagdo como cimento endoddntico em retrocavidades.

A incorporacdo de hidroxido de célcio aos cimentos
endodonticos foi sugerida, pois este possui como propriedades: indugao
de mineralizacdo, baixa citotoxicidade e excelente acdo antimicrobiana
devido a sua alta alcalinidade (pH 12,8) [8, 9] e, geralmente, promove
condic¢des bioquimicas que aceleram a reparacéo tecidual [10, 11].

Existem estudos na area biomédica, que analisaram a
importancia de nanoparticulas de Oxido de zinco devido a sua acao
antibacteriana e o uso do mesmo como agentes profilaticos contra
infec¢des bacterianas [12]. Por tanto, foi sugerida a adi¢cdo do 6xido de
zinco aos cimentos endodénticos afim de, acrescentar as caracteristicas
antiinflamatdrias, antibacterianas e a passividade biol6gica.

Deste modo, a importancia deste estudo esta relacionada
as propriedades satisfatérias do AH Plus como cimento endodontico,

porém de dificil utilizacdo como material retrobturador devido sua fluidez.
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Com o intuito de tornd-lo um material menos fluido, algumas associacdes
serdo propostas neste estudo. Diante disto, a necessidade da avaliagéo
da biocompatibilidade destas associacdes torna-se relevante. Assim, a
proposta deste estudo foi avaliar a citotoxicidade dos cimentos AH Plus,
MTA e algumas associacbes ao AH Plus, acrescido de 6xido de zinco,
hidréxido de célcio e pé de MTA.

MATERIAL E METODO
Cultivo celular

Foram utilizados fibroblastos de hamster Chinés (V79 -
Banco de células do Rio de Janeiro - BCRJ). As células foram cultivadas
em meio minimo essencial de Dulbecco modificado por Eagle (DMEM),
suplementado com soro fetal bovino a 10% e solucdo antibidtica-
antimicética a 1% (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil). Em seguida, foram
semeadas em frascos de cultivo (Prolab, Sdo Paulo, Brasil) e apés a
subconfluéncia da camada de células, estas foram destacadas com
auxilio de solucao de tripsina 0,25% (CultilabLtda, Campinas, Brasil). Na
sequéncia, essas células foram semeadas em novo frasco. Apos a
subconfluéncia da camada de células, as células foram semeadas em
placas com 96 pocos (Prolab, Sado Paulo, Brasil), onde receberam os
meios de cultura condicionados. As etapas até a aplicacdo dos meios
condicionados serdo descritas a seguir.
Descongelamento das Células

Todos os procedimentos foram realizados dentro da
capela de fluxo laminar. Em um frasco grande para cultura de célula
(garrafa 75 cm? — 270 mL), foram pipetados 10 mL de meio de cultura;
esse procedimento foi realizado com antecedéncia, para que a tensdo
superficial do frasco e do meio fosse quebrada. Paralelamente, em um
tubo de ensaio de 15 mL foram colocados 10 mL de meio de cultura, que

serviu para neutralizar o DMSO (dimetilsulféxido), substancia na qual a
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célula foi congelada e que em temperatura ambiente torna-se toxica para
as mesmas. Um tubo criogénico foi removido e levado imediatamente
para o banho-maria até o descongelamento do mesmo. O tubo foi levado
rapidamente para capela de fluxo laminar e o seu contetudo despejado no
tubo de ensaio contendo meio de cultura. O tubo de ensaio foi entédo
levado a centrifuga por 5 min a 1000 rpm e ao ser retirado se observou a
formacao de um precipitado de células, chamado de pellet. Na capela, o
meio de cultura sobrenadante foi aspirado e as células foram
ressuspendidas em 1 mL de meio fresco e entdo colocadas no frasco
para cultura de células previamente preparado. O frasco foi levado ao
microscopio de luz invertida para verificacdo da presenca de células e
posteriormente a estufa atmosférica a 37° C com tensao de CO,5%.
Plaqueamento

Para o plagueamento as células foram contadas em
camara de Neubauer e uma suspensdo de 5x10° células em 200pL de
meio de cultura foi plaqueada em cada poco da placa de 96 pocos.

Em cada periodo, foram utilizados quatro espécimes
(pocos) por grupo por concentracdo. As placas foram levadas a estufa a
37° C onde permaneceram por 24 h, até o momento da colocacdo do
meio de cultura condicionado. Foram realizados trés experimentos
independentes, obtendo assim, doze espécimes por periodo, para cada
concentracéo de cada grupo experimental.
Divisdo dos Grupos Experimentais

Neste estudo foi avaliada a resposta de culturas celulares
de fibroblastos de hamster chinés (V79) frente aos cimentos
retrobturadores, para isso foram estabelecidos cinco grupos: AH Plus
(Dentsply De Trey, Alemanha); AH Plus associado ao hidroxido de calcio
Ca(OH), p.a; AH Plus associado ao 6xido de zinco (OxZn); AH Plus
associado ao po do MTA (Mineral Trioxido Agregado) branco (Angelus,
Brasil); e MTA branco (Angelus, Brasil). Os cimentos foram colocados em

12
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contato com o meio de cultura imediatamente apos a espatulagéo, sendo
avaliados no tempo de endurecimento O h.

Os cimentos AH Plus e MTA foram preparados de acordo
com as instrucdes do fabricante sob condicdes assépticas para prevenir
risco de contaminacdo bacteriana durante os testes de toxicidade. As
associacfes foram medidas em um medidor de material odontologico e
este, foi utilizado como padrdo de medida para todas as associacfes e
nomeadas de volume. Os materiais foram preparados das seguintes
maneiras: 2 volumes do AH Plus + 3% volumes de Ca(OH); p.a.; 2
volumes AH Plus + 7 volumes de OxZn; 2 volumes AH Plus + 4 volumes
de p6 de MTA branco.

Estas propor¢des foram escolhidas previamente para que
0 cimento tivesse uma consisténcia ideal para insercdo em cavidades de
retrobturacgéao.

Preparo dos extratos

Os extratos foram preparados em condi¢cbes assépticas,
em camara de fluxo laminar, para prevenir riscos de contaminacao
bacteriana durante os testes de citotoxicidade. Os cimentos foram
preparados e acondicionados em placas de 24 pocos (TPP, Trasadingen,
Suica) de modo que o cimento ocupasse a area total do fundo do poco,
de didmetro 16,2 mm, e apresentasse 2 mm de altura. Apés, cada poco
foi preenchido com 2,5 mL de meio de cultura e as placas permaneceram
em estufa de 5% CO, a 37°C por 24h.

Em seguida, 2 mL de meio foram removidos do contato
com os espécimes formando os extratos originais (1:1) de cada material e
congelados para posterior utilizacdo. Os extratos originais (1:1) foram
preparados seguindo as recomendagbes da ISO 10993 em uma
proporcdo de 82,4 mm? da &rea da superficie do espécime por mL de
meio de cultura. No momento dos testes, 0s extratos originais foram
descongelados e para cada grupo foram utilizadas diluicdes seriadas: 1:2,

1.4, 1.8, 1:16, 1:32, sendo estas aplicadas em culturas celulares
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previamente plaqueadas e cultivadas por 24 h. Testes primarios foram
realizados para avaliar a resposta celular a estas diluicées pelo periodo
de 24 h de exposicao das culturas aos extratos.

Os extratos dos cimentos foram colocados dentro de
placas de 96 pocos, sendo que cada poco foi preenchido com 200 uL dos
extratos e/ou meio de cultura, em quadriplicada para cada diluicdo. Os
testes foram independentes e realizados em triplicata para cada grupo.
Ensaio de citotoxicidade

Para o teste de citoxicidade, as diluicdes foram colocadas
em contato com fibroblastos pulmonares de hamster Chinés (V79). As
células foram descongeladas e cultivadas em meio DMEM, suplementado
com soro fetal bovino a 10% e solugdo antibidtica-antimicotica a
1%MEMa a 37°C e 5% CO..

Em uma placa de 96 pogos, uma quantidade de 5x10°
células em 200 pyL por pogo e incubadas por 24 h a 37°C. Apls este
periodo, o meio antigo foi removido e as culturas celulares foram expostas
a 200 pL das diluigdes seriadas dos extratos dos cimentos e das pastas
isoladamente. Foram utilizados 200 yL de meio de cultura para o controle
negativo (sem células) e 200 yL de meio para o controle positivo (com
células) e estas foram incubadas em estufa de 5% CO,a 37°C por 24 h.

Apos este periodo, a viabilidade celular foi determinada
pela mensuracdo da atividade da succinildesidrogenase (SDH). A
atividade da SDH, indicativa da funcdo mitocondrial, foi mensurada pelo
ensaio de MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetraz6lio; Sigma, St
Louis, MO, USA) e foi quantificada pela dissolugdo do MTT em 0,1 N
NaOH (6,25 v/iv%) em DMSO (Dimetil Sulféxido) . A leitura da densidade
Optica resultante da solugcéo foi mensurada em um espectrofotbmetro a
570nm (AsdysHitech). A citotoxicidade foi expressa em valores de

porcentagem comparada ao grupo controle.
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Ensaio de MTT

A avaliacdo da viabilidade celular foi feita pelo ensaio por
coloracdo pelo MTT, que € reduzido pelas células vivas, adquirindo
coloracdo azul. Este ensaio baseia-se na medida do dano induzido pela
substancia no metabolismo celular de glicideos, usualmente através da
atividade de desidrogenases. A atividade celular é quantificada pela
reducdo do MTT. As reacfes com o MTT sdo usadas para localizar a
atividade de desidrogenases presentes em células viaveis. O sal de
tetrazoOlio ndo reage diretamente com as desidrogenases, mas com 0S
produtos da reagdo do NADH ou NADPH (formas reduzidas da
nicotinamida adenina dinucleotideo e nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfatada, respectivamente, que atuam na glicélise e no ciclo de Krebs)
que reduzem o MTT.

O ensaio com MTT foi realizado com o preparo do
reagente, diluindo-se 0,5 mg de MTT (Sigma AldrichCo., Alemanha) em 1
mL de solucdo de PBS. Como essa solucao é sensivel a luz, foi mantida
protegida com papel aluminio. O meio de cultivo foi removido das placas e
100 pL da solucdo de MTT foram adicionados em cada poc¢o. Cada placa
foi entdo envolvida em papel aluminio e permaneceu na estufa por uma h.
Apoés este periodo, O MTT foi removido e foi adicionados 100 uL de
DMSO (Sigma AldrichCo., Alemanha) em cada poc¢o, permanecendo na
estufa por 10 min. Ao término deste periodo o conteddo dos pogos foi
agitado por mais 10 min e a placa foi levada a leitora (AsysHitechGmbH,
Austria) previamente programada. A quantificacdo da inibicdo enzimatica
foi realizada em espectrofotometro em comprimento de onda de 570 nm.
Os valores de absorbancia foram submetidos a analise quanto a
porcentagem de viabilidade celular pela atividade mitocondrial das células
e foi feita uma comparagédo quanto a viabilidade celular ap6s a aplicacéo

de cada controle.
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Analise Estatistica

Os dados de citotoxicidade obtidos para as variaveis em
estudo foram submetidos a analise estatistica descritiva e inferencial com
a ajuda do programa computacional PRISM (GraphPad, version 5.0,
2007) e Statistix (version 8.0, Analytical Software, 2005).

A andlise descritiva consistiu no calculo das medidas de:
a) tendéncia central (média e mediana); b) dispersao (faixa, desvio padréo
e faixa inter- quartil) e representacdo grafica (grafico de colunas e
esquema dos cinco numeros, Box-Plot).

A andlise inferencial consistiu no teste ANOVA néo
paramétrico de Kruskal-Wallis e de comparacdo multipla de Dunn.

O nivel de significancia foi o valor convencional de 5%.

RESULTADOS

A citotoxicidade dos componentes dos cimentos
retrobturadores foi determinada nas células de fibroblastos V79 ap6s um
periodo de exposicdo de Oh (imediatamente apds a manipulagéo)
utilizando-se o teste de MTT. Os componentes testados foram citotéxicos,
contudo os efeitos variaram bastante entre as diferentes dilui¢cdes.

As porcentagens de células viaveis, diante das diferentes
diluicbes dos materiais ap0s os testes, estdo expressas na (Tabela 1 e
Figura 1).

Como resultado dos testes de citotoxicidade quanto a
sobrevivéncia celular para os diferentes cimentos retrobturadores (Tabela
1 e Figura 1), pudemos observar que, o AH Plus apresentou maior
citotoxicidade que os demais materiais em todas as diluicbes, exceto na
diluicdo 1:4 em que a associagdo AH Plus + OxZn foi mais citotoxico.

Isoladamente, o cimento AH Plus obteve melhora na
citotoxicidade com o aumento das diluicbes dos extratos originais

podendo ser observado 75% de viabilidade celular na diluicdo 1:32.
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Ademais, o AH Plus + Ca(OH),, o AH Plus + MTA e 0 AH
Plus + OxZn seguiram o0 mesmo padrédo do AH Plus, ou seja, aumentaram
sua viabilidade celular ao longo das diluicdes seriadas.

Entretanto, o MTA apresentou um comportamento
diferenciado dos demais materiais, obtendo nas concentragbes originais
1:1 e nas diluicdes 1:2 valores altos de viabilidade celular: 107% e 110%,
respectivamente. A partir das diluicbes 1:4 até a diluicdo 1:16 houve
regressao dessas viabilidades, finalizando na diluicdo 1:32 com 82%,

sendo ainda um material ndo citotéxico.

Tabela 1- Valores médios (% de células viaveis), segundo o tipo de
componente e de diluicdo.

DILUICAO

COMPONENTE

1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
AH Plus 0,7 47 37,7 38,6 57,9 75,1
*AH Plus + Ca(OH) 2 26,3 27,5 41,3 64,9 85,4 107,1
AH Plus + MTA 2,85 10,88 58,04 81,7 112,2 136,9
**AH Plus + OxZn 19,58 19,24 27,61 58,71 83,27 97,06
MTA 107 110 96,5 86,7 85,7 82,6

*AH Plus + Ca(OH), = AH Plus + Hidrdxido de Calcio
** AH Plus + OxZn = AH Plus + Oxido de Zinco

As diferencas estatisticas entre 0s materiais nas
diferentes diluicbes estdo expressas na Tabela 2. A influéncia dos
extratos dos materiais na sobrevivéncia celular pode ser classificada da
maior toxicidade para a menor: AH Plus <AH Plus+ Ca(OH), < AH Plus +
OxZn < AH Plus + MTA < MTA com diferenca estatisticamente significante

entre os grupos (p< 0,05).
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Figura 1 - Esquema dos cinco nimeros (box-plot) dos valores (%) de células viaveis,
segundo o tipo de componente e de diluicdo.

Tabela 2 - Resultado do teste de Dunn (5%) apo6s Kruskal-Wallis, na
comparacao dos componentes entre si, em cada diluicéo

DILUICAO
COMPONENTES | 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
MTA A A A A A AB
AH Plus + AB AB B A A A
Ca(OH)»
AH Plus + OxZn BC BC BC AB A AB
AH Plus + MTA CD CD AB A A A
AH Plus D D C B B B

*Letras diferentes significam diferenca estatisticamente significantes entre os grupos.
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DISCUSSAO

O requisito minimo para o contato de materiais
retrobturadores com os tecidos biolégicos € a biocompatibilidade.

Neste estudo, associagcdes ao cimento endodontico AH
Plus foram realizadas com o intuito de promover menor fluidez e maior
estabilidade a este cimento para sua utilizagdo como material
retrobturador.

No presente estudo, foi utilizada uma linhagem
permanente de células de fibroblastos pulmonares de hamster chinés
(V79) e a citotoxicidade de componentes de cimentos endododnticos foi
mensurada utilizando extratos obtidos a partir destes materiais (método
indireto). Com o uso do método indireto, uma situagcédo clinica também
pode ser mimetizada, ja que o tempo de presa ou polimerizacdo dos
materiais é realizado em ambiente umido, permitindo que o estudo seja
ainda mais clinicamente relevante [13].

Eldeniz et al. [14] relatam que quanto mais fresco o
cimento é colocado para a obtencao do extrato, maior € a citotoxicidade, e
mais proximos da realidade sé@o os resultados, uma vez que, clinicamente,
0os cimentos sdo colocados imediatamente apdés a manipulacéo,
similarmente, neste presente estudo, o tempo de analise foi de zero h ou
imediatamente apos a manipulacéo visando essa simulacéo clinica.

A maioria dos estudos utiliza o ensaio de MTT para
andlise de citotoxicidade in vitro de materiais dentarios, o qual se baseia
na capacidade das células viaveis converterem um sal de tetrazdlio
solavel (MTT) num precipitado de formazan insolavel. A reducdo de MTT
ocorre principalmente na mitocondria por meio da acdo da enzima
succinatodesidrogenase fornecendo, entdo uma medida de fungao
mitocondrial das células [15]. Kim et al. [4] estudaram a efetividade do
teste MTT para verificacdo da viabilidade de células de ligamento
periodontal. O MTT vem sendo utilizado para testes de citoxicidade em

cultura de células, avaliando o metabolismo mitocondrial das mesmas.
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Para esses autores este € um teste rdpido, de alta eficacia, fécil
manipulagéo e fornece imediatamente a quantidade e identificacdo de
células viaveis. Da mesma forma, Eldeniz et al. [14] concordam com a
eficacia do MTT na avaliacdo do metabolismo celular apds contato das
células com diferentes produtos e consideram este teste simples, rapido e
gue garante resultados reais.

Neste estudo, foram realizadas analises para verificar a
citotoxicidade por ensaios de MTT entre os cimentos endododnticos e suas
associacOes sobre cultura de fibroblastos de hamster chinés (V79) nos
extratos originais (1:1) e suas diluicbes: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 no
periodo de zero h. A sobrevivéncia celular foi avaliada e comparada ao
grupo controle, mostrando presenca de citotoxicidade nas diversas
diluicdes.

Como mostram os resultados deste estudo, o cimento AH
Plus foi o material mais citotdxico quando comparado aos demais
cimentos. O AH Plus apresentou reduzida sobrevivéncia celular nas
diluicdes 1:1 e 1:2 e apresentou um aumento da mesma na diluicdo 1:4.
Nas diluicbes seguintes ocorreu um pequeno aumento progressivo da
sobrevivéncia celular, obtendo melhores resultados na diluicdo 1:32.

A intensa citotoxicidade encontrada nos extratos originais
(1:1) e nas diluicdes mais concentradas (1:2, 1:4 e 1:8) podem ser
resultantes da liberagéo de formaldeido, ap6s a manipulacdo do cimento
AH Plus. Embora o fabricante do cimento a base de resina epdxica AH
Plus alegar que este material ndo libera formaldeido em relacdo ao seu
precursor AH 26, sua citotoxicidade inicial pode ser atribuida a liberacao
de formaldeido pelas aminas adicionadas para acelerar a polimerizacao
epoxica [14] ou ao seu componente resinoso [14].

Miletic et al. [16] mostraram que o AH Plus apresentou
alta citotoxicidade imediatamente ap0s o preparo e apos 24h e 48h de
tempo de endurecimento em contato com células de carcinoma cervical

de humanos (HelLa) e fibroblastos de rato L929. Apds periodo de 7 e 30
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dias, ndo foi observado destruicdo nas culturas celulares apds aplicacdo
direta do AH Plus. Estes resultados estdo de acordo com os encontrados
neste estudo e também com outros que mostraram citotoxicidade em
diferentes niveis [14, 17, 18, 19].

Em contraste aos resultados aqui mostrados, Lodiene et
al. [20] relatam que o AH Plus néo exibiu citotoxicidade apos tempo de
endurecimento de 24 h no teste de difusédo em filtro e no teste de MTT,
utilizando as mesmas células. Em contrapartida, quando avaliado logo
apos a manipulacdo, este ultimo estudo mostrou efeitos téxicos no teste
de difuséo em filtro.

Ja a associacdo do AH Plus + OxZn mostrou-se bem
citotoxico até a diluicdo 1:4. Porém, a partir da diluicdo 1:8 houve um
aumento da sobrevivéncia celular e alcangou valores impressionantes nas
diluicbes 1:16 e 1:32. Semelhantemente, ocorreu com o AH Plus +
Ca(OH),, onde até as diluicbes 1:4 obtiveram aspectos toxicos, a partir da
diluicdo 1:8 houve uma melhora significativa e atingiu 6timos valores nas
diluigbes 1:16 e 1:32. E ainda, o AH Plus + MTA, nas dilui¢cdes iniciais (1:1
e 1:2) apresentou-se com caracteristicas toxicas, sendo que na diluicao
1:4 ocorreu uma melhora. As diluicfes 1:8 e 1:16 apresentaram o mesmo
comportamento, sendo estes, melhores que as diluicdes anteriores, e na
diluicdo 1:32, obteve-se um resultado muito satisfatério e bem semelhante
as outras duas associacdoes com o AH Plus.

Contudo, o MTA teve um comportamento diferenciado por
apresentar desde a diluicdo 1:1 um resultado muito bom em relacdo a
toxicidade. Porém, ao longo das diluicdes houve um decréscimo de
valores, mostrando entdo seu comportamento menos satisfatorio quando
realizou-se a sua diluigéo.

Estudos em humanos e animais afirmam que o MTA e
cimento de Ca(OH), sdo capazes de induzir a formacdo de barreira
dentinaria. Accorinte et al. [21] analisaram a resposta histomorfol6gica in

vivo de dentes humanos capeados com MTA ou cimento de Ca(OH)..
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Apo6s 30 dias do tratamento, uma diferenca significante do cimento de
Ca(OH), em relacdo ao MTA foi observada na formacdo de barreira
dentinaria. O MTA parece ter uma vantagem em induzir reparacdo em
periodos de tempo mais curtos, entretanto, em 60 dias, ambos o0s
materiais apresentaram resultados similares. O MTA é rico em oxido de
calcio o qual reage com a agua e os fluidos tissulares, formando hidroxido
de calcio. O Ca(OH), é capaz de liberar ions calcio e hidroxila que
provocam um aumento do pH [22, 23, 24]. Fridland e Rosado [24]
verificaram altos valores de pH, enfatizando que o principal componente
quimico do MTA, capaz de manter um pH alto em solucdo aquosa, é pela
formacdo do Ca(OH),. Os autores relatam que em 78 dias o MTA
apresentou altos valores de pH o que pode ser atribuido a continua
liberacdo de Ca(OH), por este material.

A manutencdo de um alto pH ao longo do tempo pelo
MTA pode apresentar relevancia clinica uma vez que a alcalinidade cria
um ambiente favoravel para a divisdo celular e para a reparacao [25]. De-
Deus et al. [26] verificaram que o MTA (Pro-Root e Angelus) e o cimento
Portland foram citotoxicos em 24 h de exposicdo as células endoteliais
humanas, provavelmente porque o alto pH destes cimentos causou
desnaturacao das proteinas das células adjacentes.

Entretanto, Cavalcanti et al. [13] relatam que o cimento de
Ca(OH), ndo foi capaz de mudar o comportamento de fibroblastos
pulpares de dentes permanentes humanos, uma vez que ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes na sobrevivéncia e
proliferacdo celular comparado ao grupo controle, sendo um material,
portanto, ndo citotéxico nas condigcdes em que o estudo foi realizado.

Takita et al. [24] relatam que o MTA branco apresentou
uma maior proliferacdo celular em células pulpares humanas que o
cimento de Ca(OH),. Estes resultados estdo de acordo com Camargo et
al, [18] onde foi verificado que o MTA exibiu uma taxa de sobrevivéncia

celular semelhante ao grupo controle em células pulpares humanas.
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Em outras linhagens celulares humanas ou animais,
estudos mostram também que o MTA é capaz de manter a viabilidade
celular préoxima de 100%. O comportamento do MTA (ProRoot e Angelus)
foi avaliado e apresentaram baixa citotoxicidade em células V79 e
macrofagos murino [27].

O MTA néo foi citotoxico para células L929 nem para
fibroblastos humanos gengivais [28]. Entretanto, alguns estudos relatam
gue osteoblastos primarios apresentaram uma baixa viabilidade celular
gquando em contato com MTA [29] e que o MTA (ProRoot e Angelus)
reduziu em 20% a viabilidade celular de fibroblastos humanos gengivais
apos 72 h [30].

Alguns autores acreditam que uma das principais razdes
para o MTA provocar indugéo de proliferacdo celular e ser um material
ndo citotoxico pode ser devido a continua liberacdo de ions calcio por
este material [23, 24]. Ap6s 24 h, o MTA liberou uma grande quantidade
de ions calcio e induziu proliferacdo celular, sendo um material nao
citotéxico, entretanto, apos 28 dias observou—se baixo crescimento celular
e isso pode ser decorrente da menor quantidade de ions célcio disponivel
[23]. No entanto, Takita et al. [24] relatam que a continua liberacdo de
ions calcio pelo MTA durante 14 dias promoveu um aumento na
proliferacéo das células pulpares in vitro.

Apesar do MTA e Oxido de zinco ndo serem materiais que
apresentam citotoxicidade, suas associacfes e do Ca(OH), com AH Plus
nao diminuiram a citotoxicidade do AH Plus no presente estudo, sendo
semelhantes ao cimento AH Plus isoladamente.

Assim, diante da diversidade de cimentos endoddnticos
existentes no mercado, torna-se dificil saber qual é o cimento mais
indicado, entretanto para uma correta escolha, ndo somente o
comportamento biolégico, mas também a avaliagcdo conjunta de outros
parametros como as propriedades mecanicas, fisicas, quimicas e

microbianas devem ser considerados.
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Apesar de se acreditar em uma melhora da citotoxicidade
do cimento AH Plus pelo acréscimo significativo de Oxido de zinco,
hidroxido de calcio, ndo foi 0o que ocorreu, provavelmente por que a
liberacdo de formaldeido, aminas e outros produtos nao foram
minimizadas ou impedidas pelo acréscimo destes produtos. Contudo mais
estudos devem ser realizados para que se possam aliar as propriedades
de biocompailidade do MTA com a adesividade de um cimento resinoso
como o AH Plus, para que tenhamos um material retrobturador

biocompativel e com propriedades fisico-quimicas satisfatorias.

CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada pode-se
concluir que: a) Os materiais testados foram citotoxicos, exceto o MTA
que apresentou os melhores resultados, sendo semelhante ao grupo
controle, b) A associacdo AH Plus + MTA apresentou-se toxico apenas ha
concentracéo original e na diluicdo 1:2, enquanto que as associacoes AH
Plus + Ca(OH), e AH Plus + OxZn foram citotoxicos até a diluigdo 1:4, c)
O AH Plus foi capaz de induzir citotoxicidade em quase todas as
diluicdes, tendo mais de 50% de viabilidade somente a partir da diluicéo
1:16.
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