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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de exposicdo de dois cimentos a base
de silicato de calcio (MTA/Angelus e TheraCal LC/Bisco) sobre osteoblastos
humanos imortalizados (linhagem Saos-2), quando comparado ao grupo controle,
onde as células ndo foram expostas a nenhum extrato, somente ao meio
convencional de cultura celular.A citotoxicidade dos cimentosfoi determinada pela
contagem de células vidveis utilizando-se o ensaio colorimétrico MTT. Utilizou-se o
extrato dos cimentos de forma ndo diluida e um tempo experimental de contato
com as células por 24 horas. Os resultados foram analisados estatisticamente
através do software SPSS (versao 15.0, SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) e testados
para uma distribuicdo normal através do teste de Kolmogorov—Smirnov, e para as
comparacdes entre grupos utilizou-se o ensaio ANOVA seguido de Bonferroni post-
test. O cimento MTAn&o apresentou citotoxicidade quando comparado ao grupo
controle (P>0.05), ja ocimento TheraCal foi citotoxico, demonstrando diferenca
estatisticamentesignificante quando comparado ao MTA e ao grupo controle
(P<0.05).Conclui-se que, dentro das limitagdes do estudo, que o MTA branco

apresentou menor citotoxicidade quando comparado ac TheraCal LC.

Palavras- chave: Citotoxicidade; Materiais Endodénticos; MTA.



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluateMTA White and TheraCal LC
cytotoxicity. Control group used was treated with conventional celluiar medium. The
cytotoxicity was determined by counting viable cells using the MTT colorimetric
assay. The extract of the materials was used undiluted and an experimental contact
time for 24 hours. Data from the MTT assay was performed using SPSS version
15.0 statistical software (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Data were tested for
normal distribution by the Kolmogorov—Smirnov test, and group comparisons were
analysed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by a Bonferroni post-
test. The results showed statistically significant differences between the materials
tested (P> 0.05) and between the materials and the control group (P> 0.05). It is
concluded that, within the limitations of the study, there is difference between a

MTA cytotoxicity when compared to the TheraCal LC.

Key-words: Citotoxicity; Endodontic Materials; MTA.
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1. INTRODUGAO

O MTA foi desenvolvido em 1993, na Universidade de Loma Linda, sendo
recomendado inicialmente como um cimento retrobturador e, posteriormente,
utilizado para outras indicagbes clinicas como o revestimento de polpa em
capamento direto e indireto, pulpotomia, apicificacéo, formagdo de barreira apical em
dentes com &pices aberios, reparagdo de perfurages radiculares ou reabsorgoes
radiculares (Parirokh & Torabinejad, 2010, Siew et al., 2015, Al Haddad et al., 2016).

O MineralTrioxido Agregado (MTA) &€ um pd que contém trioxidos e particulas
hidrofilas, que se fixam na presenca de umidade, altamente biocompativel, com
auséncia de resposta inflamatéria e a formagdo da ponte dentinaria (Bosso-Martelo et
al.,2016). Sao compostos, semelhantes ao cimento tipo Portand (Estrela et al., 2000}
sd0 anidros que em contato com agua geram compostos anidros menos ou mais
soluveis. O composto solivel formado mais representativo é a hidroxido de calcio,
sendo esta solubilidade a causa principal da degradagéo do cimento endurecido
(Petrucci, 1998: WHD, 2017). O hidroxido de calcio formado €& responsavel pela
caracteristica de pH altamento alcalino (aproximadamente 10.2 a 12.5), o que
proporciona liberacdo de fons célcio, indugéo indireta no processo de mineralizacao e
atividade antimicrobiana (Gomes-Fitho et al., 2009; Torabinejad & Parirokh, 2010).
Apresentam baixa resisténcia & compress&o, boa radiopacidade e propriedades
antibacterianas (Poggio et af,2014).

Suas desvantagens sdo alteragbes de cor dos tecidos dentarios em contato
com compostos de bismuto, o seu radiopacificador, (Marciano et al,2014) e
difculdade de manipulacdo, por ser um material arenoso e seco, (Marciano ef
al.,2016).A desvantagem do longo tempo de presa (inicialmente mensurado em 2
horas e 30 minutos) foi alterada para o produto MTA Branco (Angelus) para 15
minutos. A razdo para tal extrema diminuigdo no tempo de presa pode estar
vinculada & adicao de cloreto de calcio ou & auséncia ou pouca quantidade de sulfato
de célcio, que é um retardador de presa {Bortoluzzi ef al., 2006).

Na busca pelo melhoramento das caracteristicas desvafordveis do MTA,
foram langados novos biomaterias, como o cimento bioceramico Theracal LC (Bisco,
Chicago, IL, EUA). TheraCal LC, abreviagéo para Light Cure, é cimento com silicato
de célcio modificado por resina fotopolimerizavel, sendo apresentado pelo fabricante

como um cimento com 45% de cimento tipo Portland (silicato tricalcico) imerso em
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Um material 2 base de silicato de tricalcio, curavel a luz, permite a imediata
sobreposicdo com compdsitos de resina, no entanto,Manojlovic ef al, 201 afirmaram
que monémeros residuais e outras substéncias a base de resina podem reduzir a
biocompatibilidade através do contato direto com tecidos orais.Desta forma, ©
objetivo desta dissertagdo foi avaliar in vifro os possiveis efeitos citotéxicos do
biomateriais MTA Branco e TheraCal LC, em contato direto e por 24 horas com

osteoblastos humanos imortalizados (linhagem Saos-2).
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2. REVISAO DE LITERATURA

TheraCal LC (Light Cure)

Buscando novos materiais, com amplitude de indicagbes clinicas e de boas
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas, o TheraCal (Bisco Inc, Chicago, L,
EUA) consiste em um pasta simples contendo Oxido de calcio, particulas de silicato
de calcio (cimento de Portland tipo 1f), vidro, silica, Sulfato de bario, zirconato de
bario como radiopadificador e mondmeros resinosos contendo Bis-GMA and
PEGDMA (Suh ef al., 2008). De acordo com o fabricante, possui facil manipulacéo,
grande liberacéo de ions célcio, pouco solivel e com alta radiopacidade. Suas
indicacbes clinicas incluem o revestimento direto e indireto da polpa, funcionando
como uma barreira protetora do complexo dentina-polpa e como revestimento

protetor sob compdsitos, amélgamas, cimentos e outros materiais de base.

2.1 Propriedades mecénicas e fisico-quimicas

Gandolfi et al., em 2012, avaliaram as propriedades fisico-quimicas do
TheraCal LC (Bisco, Chicago, IL, EUA) quando comparado ao MTA Pro Root
(Dentsply, Tulsa, EUA) e Dycal (Dentsply,Tulsa, EUA). Os grupos controles foram
delineados com MTA pois o TheraCal LC apresenta em sua composi¢do grande
proporcéo de cimento tipo Portland (45%- silicato fricélcico) imersos em mondmeros
hidrofilicos; e o cimento de revestimento Dycal que apresenta-se como padré&o clinico
para revestimentos direto ou indireto da polpa. Os resultados observados indicaram
que o material TheraCal liberou significativamente mais ions calcio gquando
comparado aos outros materiais, com alcalinizagéo do fluido circundante inicialmente
até aproximadamente pH 10-11 (3h-3 dias) e subsequentemente a pH 8-8,5 (7- 28
dias). A solubilidade do TheraCal foi significativamente menor do que Dycal e
ProRoot MTA. Apos a fotopolimerizagdo de 20 segundos, o TheraCal apresentou
aproximadamente 1,7 mm de espessura de material com presa, bem como sua
radiopacidade apresentou-se abaixo da 6876. Theracal provou ser um material de
lixiviagao idnica liberando fons calcio e hidroxila durante o periodo experimental de 28
dias. Os resultados deste estudo sugerem que o biomaterial TheraCal é capaz de

promover e sustentar a liberagdo de fons célcio em seu sitio clinico mesmo na
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presenca de umidade. Os resultados do ensaio de absorgéo de agua mostraram que
a resina hidrofilica na formulagdo TheraCal permite absor¢éo de agua, a qual ¢ a
provavel responsavel pelo inicio da reagéo de hidratagdo das particulas de cimento
Portland, com subsequente formagéo de hidréxido de célcio. Os autores especularam
sobre a capacidade antimicrobiana do TheraCal visto a constante dissociagéo idnica
do hidroxido de calcio (subproduto formado). Contudo ensaios microbianos néo foram
realizados neste estudo para tal inferéncia.

Camilleri et al, 2014, realizaram um estudo para avaliar a hidratagéo de
Biodentine® (BD, Septodont, Saint-Maur-des-Fosses, Franga), Theracal LC® (Bisco
Inc, Schaumburg, IL) e um protdtipo de material & base de silicato tricalcico (Mineral
Research ProMeyzieu, Franca) com 20% de éxido de zircénio (ZrO2;Sigma-Aldrich,
Buchs, Alemanha). O biomaterial Biodentine é composto de cimento de silicato
tricalcico, oxido de zirconio e carbonato de calcio, que, quando misturados com agua,
devido ao cloreto de calcio ser um polimero solivel em agua, toma presa em 12
minutos, formando hidréxido de célcio como um subproduto da hidratagdo.
Apresenta-se como um cimento bioativo, aumentando a proliferagao celular e
biomineralizacdo. Além disso, induz a liberagio de fator de crescimento TGF-Beta
de células de polpa humana e mineralizagdo de polpa dentaria precoce, exibindo
uma ponte dentindria completa e auséncia de resposta inflamatoria da polpa.
Theracal LC é um material & base de cimento Portland modificado com resina
fotopolimerizavel. Estes monomeros de resina podem causar reacgbes adversas da
polpa. Além disso, Theracal LC ndo tem agua na sua formulagéo, dependendo da
agua retirada do ambiente e sua difusdo dentro do material. O estudo foi realizado
em seis espécimes cilindricos de 10 mm de didmetro e 2 mm de altura e os cimentos
foram deixados para tomar presa: 1 hora para o material do prototipo, 12 minutos
para Biodentine, e imediatamente para Theracal porque tomou presa atraves da luz
(fotopolimerizavel).  Ap6s preparos, a extenséo de hidratacdo foi avaliada
porespectroscopia dispersiva de energia (EDS) com a hidratagdo em solugdo salina
Hank's equilibrada durante 14 dias. A extensdo da hidratacdc foi comparada com a
hidratagdo do material quando utilizada como capeamento direto de polpa direta
usando uma cultura de dente modelo. A atividade material também foi avaliada por
analise de difracdo de Raio-X para investigar a deposigdo de hidroxido de calcio
pelos materiais. A lixiviagao de ions calcio em solugdo de sal equilibrada de Hank foi

avaliada por cromatografia de ions. O Theracal LC exibiu subproduto de agéo em
13



torno das particulas de cimento n&o hidratado, mas menor que a Biodentine e o
cimento prototipo. A microestrutura de Theracal LC apés o tampamento da polpa foi
diferente do material armazenado em contato com a solugdo fisioldgica. A reagdo
nas bordas no material em contato com a solucdo foram mais extensas, mostrando
mais reacdo material in vitro. Na maior parte do material, houve pouco ou nenhum
subproduto de reacdo. Em contato com a dentina, o material havia, principaimente,
particulas de radiopacificador em uma matriz de resina. Houve reagdo minima em
contacto com a cdmara de polpa. Na difragdo de Raios-X, o Theracal LC néo
apresentou picos de hidroxido de calcio. Todos os materiais apresentaram picos
para silicato tricalcico e o Theracal LC apresentou picos para zirconato de estroncio e
de bario. Biodentine exibiu a maior liberagdo de ions calcio em solugéo quando
comparado com 0s outros materiais e o Theracal LC apresentou a menor. Como
Theracal LC é modificado com resina, ndo utiliza agua no fluido de mistura, a sua
hidratacdo depende da captacao de fluido através da matriz de resina do ambiente. A
liberag&o elevada de ions célcio foi demonstrada in vitro,onde é armazenada em uma
solugdo onde a captacéo de fluido pode ocorrer. Dentro condigdes de cobertura de
polpa, ndo ha suficiente umidade para permitir hidratacdo do silicato tricélcico.
Mesmo quando em contato com vérios mililitros de solugdo, o Theracal LC
apresentou menor concentragéo de lixiviagdo de ions de calcio, quando comparado
com Biodentine, além dos ions célcio lixiviados n&o estarem na forma de hidroxido
de calcio, o que foi mostrado na andlise de difragdo de raios-X. A capacidade de
libertacdo de calcio de Theracal LC mostrou-se limitada.

Camilleri, em 2014, evidenciou que cimentos & base de silica tricalcica
curavel a luz sdo indicados para uso como revestimento sob restauragdes compostas
para obter uma ligacdo entre as camadas de materiais, reduzindo assim a
microinfiltragdo. O MTA misturado com agua cria uma interface entre o material e
compositos restauradoress pois materiais & base de silicato de calcio tém sido
afetados negativamente pelo ataque acido. A corrosdo acida afetou a resisténcia a
compresséo e a microdureza superficia destes tipos de cimento, sendo indicado adiar
os procedimentos restauradores durante pelo menos 96 horas apos misturar MTA. O
material & base de silicato de tricalcio, curavel a luz, permite a imediata sobreposi¢ao
com compodsitos de resina. O autor relata neste trabalho que os sistemas de
fotopolimerizagao propostos tém exibido pH alcalino, libertagcdo de ions calcio,

formac&o de apatita e grupos funcionais capazes de quelar os ions calcio. A adigao
14



de resinas epoxi ao MTA aumenta o fluxo de material € melhora as caracteristicas de
manuseio. Os materiais & base de silicato tricalcico incluem radiopacificadores a
serem detectados radiograficamente. O MTA tem oxido de bismuto. O objetivo desta
pesquisa foi investigar a hidratagdo e caracterizar o silicato tricalcico puro ao qual se
adicionou radiopapacificadores e veiculos liquidos. Os materiais utilizados neste
estudo incluiram cimento silicato de tricalcio puro (Mineral Research Processing,
Meyzieu, Franga) com 20% oxido de zircénio (ZrO2, Sigma-Aldrich, Buchs,
Alemanha); TCS-Zr e Cimento de silicato tricalcico com 20% de zirconato de bario
(TCS-BaZr;Mineral Research Processing) foram ambos desenvolvidos na
Universidade de Malta. Os cimentos foram misturados com agua, resina epoxi, ou
uma resina a base de Bis-GMA curada & luz. Apos a imersdo em solugdo salina
equilibrada de Hank (HBSS) durante 28 dias foram investigados por microscopia de
espécimes polidos e analise de difrago de Raios-X. A bioatividade e a microestrutura
superficial de cimentos imersos em HBSS ou &gua também foram técnicas
semelhantes, juntamente com a lixiviagdo em solugéo investigada por plasma
indutivamente acoplado por espectroscopia de emissdo. Nos veiculos de resina foi
observado redugio da hidratagdo do cimento porque ndo haviam bordos de reagao
visiveis em torno das particulas de cimento e ndo foi detectado hidroxido de calcio.
Embora ndo houvesse evidéncia de hidratacéo, os veiculos com resinas curaveis por
luz, o hidroxido de célcio foi lixiviado em soluc&o.O tipo e a composigéo da resina e
do radiopacificador afetam capacidade de liberagdo de calcio e bioatividade de
cimentos de silicato fricdlcico. As resinas a base de Bis-GMA curadas a luz
estimularam a lixiviagdo de fons de calcio em solugdo e promoveu a deposigao
superficial de fosfato de calcio.

Cantekin, em 2015, avaliou diferentes materiais com indicagao para
capeamento pulpar e a sua associagdo com diferentes materiais restauradores em
relagdo a resisténcia adesiva. Os materiais restauradores foram em compositos a
base de metacrilato, compositos & base de silorano e cimento de ionémero de vidro e
os materiais capeadores em TheraCal LC (Bisco, Chicago, EUA) em comparagao
com o MTA. Blocos de acrilico foram utilizados e apos o preparo com a subdivisdo
das amostras, cada bloco foi fixado a uma maquina de ensaio universal para verificar
a resisténcia ao cisalhamento, bem como as superficies fraturadas foram observadas

em lupa estereoscopica em magnificagdo de 25 vezes. Os resultados evienciaram
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que o TheraCal apresenta-se como um material capeador com melhores resultados
frente ao MTA, quando utilizando como capeador.

Em 2016, Gong & Franga, avaliaram caracteristicas quimicas de guatro -
biomateriais utilizados na situa¢do clinica de um capeamento direto, ou seja, quando
ha uma exposicdo pulpar, ou seja, uma relagdo direta entre o material e as células do
tecido conjuntivo pulpar. Os grupos foram divididos entre G1) Biodentine (Septdont,
Saint-Maur-des-fossés Cedex, Franca), G2) ProRoot MTA (Dentsply, Tulsa, York, PA,
EUA), G3) Dycal (Dentsply Tulsa, York, PA, EUA) e G4) Theracal (Bisco, Chicago,
IL, EUA). O grupo G3) Dycal foi considerado come controle, visto que o hidréxido de
calcio apresenta-se como um material amplamente utilizado e com maior numero de
pesquisas. Com um nimero amostral de 5 (cinco) elementos para cada grupo, todos
os biomateriais foram preparados de acordo com o fabricante. Os métodos de analise
quimica incluiram: A) espectroscopia fotoelétrica de raios-X (XPS), B) especiroscopia
no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e C) espectroscopia de Raios-
X por dispersdo em energia. Os resultados apresentados pelos autores
demonstraram que para todos os materiais estudados, a concentragéo de calcio na
superficie e em seu interior apresentou diferenga estatisticamente significante. Foram
encontrados nos biomateriais tragos dos seguintes elementos (<1%): Biodentine
(Titanio-Ti/ metais de transicdo, Enxofre-S/ ndo metais, Zirconio-Zr/ metais de
transicdo); MTA ProRoot e TheraCal (Bismuto-Bil outros metais) e Dycal (Sodio-Na/l
metais alcalinos, Fésforo-P! ndo metais, Zinco-Znl metais de transicéo e Nitrogénio-
N/ ndo metais). Os resultados da espectroscopia fotoelétrica de raios-X evidenciou
que a presenca de calcio na camada superficial pode variar de 0 a 18%, dependendo
do material. Foram encontrados carbonos alifaticos, ou seja, que ndo contém aneis
aromaticos, a partir das reagbes de polimerizagdo, para mascarar 0s oOutros
componentes, especialmente em Dycal e TheraCal. Ainda os autores exploram o
significado clinico desta analise quimica de biomateriais que teréo contato direto com
o tecido pulpar, visto que a interagdo célula-biomaterial determina uma resposia
pulpar. O principal efeito desejado é a liberagdo de calcio e materiais com alta
concentragéo de calcio, podem proporcionar melhores resultados clinicos. Apesar
das limitagbes existentes neste estudo, os autores apresentam, em ordem crescente,
a quantidade de calcio presente na superficie: Biodentine, MTA ProRoot, Dycal e
TheraCal.

16



O desenvolvimento de materiais capeadores a base de silicato de calcio a
fim de associar as propriedades benéficas do MTA, produziu diferentes materiais
como o cimento reparador endodéntico TheraCal LC fotopolimerizavel e o Biodentine
(Septodont, Saint-maur-des-Fosses, Franga) no qual foi adicionado o aditivo cloreto
de calcio. Nielsen et al., em 2016, estudaram as propriedades mecanicas como forga
de compressdo, resisténcia a flexdo e modulo de flexdo de diferentes materiais
capeadores como o TheraCal LC e Biodentine, em comparagao aos materiais
padrdo: MTA e hidroxido de calcio. Os espécimes foram testados, utitizando-se uma
maquina de ensaio universal apos 15 minutos, 3 e 24 horas. TheraCal LC teve maior
resisténcia inicial para potencialmente resistir & fratura durante a colocagéo imediata
de um material restaurador final. A Biodentine apresentou maior rigidez apés 3 horas
para potencialmente proporcionar um methor suporte de uma restauragao sobreposta
em funcgdo ao iongo do tempo.

Deepa et al, 2016, ressaltam que o uso de forros bioativos sob resina
composta & clinicamente vantajoso, uma vez que s&o biologicamente bem tolerados
pelo tecido pulpar e tém capacidade de remineralizacdo comparativamente maior. @]
sucesso de restauracbes dependem ndo apenas da resisténcia adesiva do
revestimento, como também sobre a qualidade do vinculo entre o forro e a resina
composta restauradora. TheraCal LC & um agregado de triéxido mineral curado a luz,
composto de cimenio de silicato de célcio modificado com resina. Segundo o0s
autores, ele mostra adesfo fisico-quimica a dentina e é bem tolerado por células
odontoblastas imortalizadas. O estudo foi realizado com trinta dentes extraidos por
motivos periodontais foram divididas aleatoriamente em trés grupos: Grupo A —
TheracalLC (Bisco Inc, Schamburg, IL, EUA), Grupo B -Biodentine (Septodont, Saint-
Maur-des-Fossés, Creteil, Franga) e Grupo C-Fuji Il LC, GC Corporation, Toquio,
Japao), Nestes foram feitas cavidades oclusais (6 mm de diametro e 2 mm de altura)
foram montados em blocos acrilicos e divididos em trés grupos de 10 amostras cada,
com base no revestimento utilizado como Grupo A , Grupo B e Grupo C. O pino
composto de 3 mm de didmetro e 3 mm de altura foi entdo ligado a cada amostra
utifizando adesivo universal. A anélise de resisténcia a ligagado por cisalhamento
(SBS) foi realizada a uma velocidade de cruzamento de 1 mm / min. TLC / BD libera
ions de calcio e de silicio para a dentina subjacente e a silica € um indutor mais forte
para a remineralizagdo da matriz. Neste estudo, Theracal conseguiram forca de

ligacdo adequada para suportar forcas da resina composta sobreposta devido a
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presenca de uma matriz de resina. Além disso, a restauragdo composta pode ser
colocada imediatamente sobre o Theracal completando o procedimento em sessao

Unica.

2.2. Propriedades biolégicas

Hebling et al, em 2009, iniciaram os estudos de citotoxicidade para novos
materiais indicados como capeadores pulpares, 0s quais apresentam-se como
inovadores por possuirem em sua composigio silicato de célcio na tentativa de
agrupar as adequadas caracteristicas do MTA. Foram estudados os seguintes
materiais; TheraCal LC, Vitrebond e Ultrabend Plus. O ensaio de citotoxicidade
colorimétrico MTT foi utilizado, e a metodologia complementada com microscopia
eletrénica de varredura para a analise da morfologia celular. A cultura celular utilizada
foi a cultura primaria advinda da polpa dentaria humana. Os periodos experimentais
de contato com a elugéo do cimento reparador com as células foi de 24 e 7 dias. Em
ambos periodos, houve morte celular e com diferenga estatisticamente significamnte
em relagdo ao grupo controle, no qual as células foram imersas somente em meio e
cultura convencional. Para o novo material TheraCal LC, a citotoxicidade cresceu ao
longo do tempo experimental (31,5% para 24 horas e 45,9% para 07 dias), contudo
sem alteracdes celulares para as células vidveis restantes. Os autores discutiram que
a grande e constante liberagdo de célcio, bem como a citotoxicidade dos adesivos
presentes na composi¢do do TheraCal LC podem ser fatores que expliguem a morte
celular crescente ao longo do tempo.

Em 2014, Poggio et al., em 2014, os quais avaliaram a citotoxidade e atividade
antimicrobiana de seis diferentes materiais indicados para capeamento puipar: Dycal
(Dentsply, York, Pensilvania, EUA), Calcicur (Voco, Guxhaven, Alemanha), Calcimol
LC (Voco, Guxhaven, Alemanha), TheraCal LC (Bisco, Chicago, IL, EUA), MTA
Angelus {Angelus, Londrina, Parana, Brasil), and Biodentine (Septodont, Saint-Maur-
des-Fosses, Franca). O ensaio de citotoxicidade foi realizado com odontoblastos de
ratos imortalizados (linhagem MDPC-23) através do ensaio colorimétricc MTT
(brometo de difeniltetrazélio) e de apoptose em diferentes tempos experimentais. Na

avaliacdo da atividade animicrobiana, os materiais foram expostos in vitro a
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Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, e Streptococcus sanguis no teste de
difus@o de agar. Tanto os halos de inibicdo bacteriana como os resultados da
citotoxicidade foram significantemente diferenies entre os materiais de acordo com a
diversidade na composicdo. Produtos a base de MTA evidenciararam menores
valores de citotoxicidade e atividade antimicrobiana, enquanto que os materiais a
base de hidroxido de calcio apresentaram alta atividade antimicrobiana, mas tambem
alto poder citotdxico.

Em 2015, Borioluzzi et al., analisaram a viabilidade e diferenciagao
osteogénica, de células tfronco de polpa humana (hDPSCs), frente a novos
biomateriais com silicato de célcio introduzidos no mercado guando comparados ao
MTA (Angelus, Parana, Brasil). Foram escolhidos os cimentos Biodentine (Septdont,
Saint-Maur-des-fossés Cedex, Franga) e Theracal (Bisco, Chicago, iL, EUA). O
potencial osteogénico das células hDPSCs, expostas aos diferentes grupos
experimentais, foi analisado frente a expressdo de genes osteogénicos, através do
ensaio de qRT-PCR (reagdo em cadeia da polimerase em tempo real-quantitativo) e
andlise da atividade de fosfatase alcalina, coloracéo de Alizarin Red S e microscopia
eletrdnica de transmissdo para depodsitos de calcio extracelulares. Os resultados
demonstraram que a porcentagem de células ndo-apoptéticas saudaveis foram
baixas, ou seja, todos os cimentos foram citotéxicos. Contudo, MTA e Biodentine
apresentaram melhores resultados. Os resultados ainda demonstram efeitos
citotdéxicos tempo e concentracdo dependentes para Biodentine e TheraCal. Os
autores ressaltam ainda que mesmo com as vantagens do TheraCal, como facil
manipulacdo e maior liberacdo de ions calcio, os materiais MTA e Biodentine
apresentaram-se menos citotoxicos, sendo esta toxicidade dependenie da
concentragdo. A citotoxicidade inicial pode ser atribuida aos allos valores de pH dos
cimentos de silicato de calcio. Para a diferenciacac osteogénica, obteve-se valores
aumentados apos a exposi¢do celular ac Biodentine, sendo este efeito menor
observado em relagdo ao TheraCal, embora ambos o0s cimentos apresentaram
melhor mineralizagao exiracelular. Os resultados enzimaticos e de mineralizacéo
extracelular sugerem que a taxa de formacdo de tecido mineralizado pode ser
dificultada quando o TheraCal ¢ utilizado.

Manoijlovic et al., em 2017, avaliaram a citotocixidade e genotoxicidade de
um novo mondmero baseado em uretano FIT-852 e fotoiniciador de oxido de

monoacilfosfina (Lucirin TPO) com monomeros convencionais como bisfenol A-
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glicidilmetacrilato (BisGMA) e dimetacrilato de trietilenoglicol (TEGDMA) e sistema
fotoiniciador de canforquinona (CQ)amina, respectivamente. Os mondmeros foram
avaliados de forma individual e combinado. A citotoxicidade foi realizada atraves do
ensaio colorimétrico MTT utilizando-se fibroblastos de origem pulmonar (linhagem
MRC-5). As substancias individuais apresentaram efeitos citotoxicos decrescentes na
seguinte ordem: BisGMA> TPO> FIT> CQ> TEGDMA. Inversamente o fotoiniciador
TPO (fotoiniciador de 6xido de monoacilfosfina) foi significamente mais citotdxico e
genotoxico. O biomaterial TheraCal LC apresenta como mondmero & combinagao de
Bis-GMA e PEGDMA (Suh et al. 2008).
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3. OBJETIVOS
Avaliar a citotoxicidade, em osteoblastos humanos imortalizados/ linhagem

Saos-2, dos cimentos MTA Angelus e TheraCal LC através do ensaio colorimétrico

MTT.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

Para este estudo, foram escolhidos dois cimentos reparadores a base de
silicato de calcio: MTA (Angelus, Londrina, Parana, Brasil) e TheraCal LC (Bisco,
Chicago, IL, EUA). De acordo com o fabricante, o MTA (Figura 01A) é um cimento
reparador composto de éxidos minerais hidrofilicos e com agua destilada como
agente de unido (Tabela 01). O TheraCal LC (Figura 01B) apresenta-se ¢como um
material fotopolimerizavel, no formato de bisnaga, composta de particulas de silicato

tricalcico imersas em mondémero hidrofilico (Tabela 01).

Figura 01: Apresentagéo comercial do A) MTA Branco (Angelus) e B) TheraCal LC
(Bisco)
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Tabela 01: Composicéo quimica dos cimentos MTA Branco e TheraCal LC

Cimentos Composicdo

MTA P6:  Silicato  tricalcico, sificato  dicalcico, aluminato
tricalcico, oxido de calcio, Oxido de  bismuto
{radiopacificador).

Liquido: Agua destitada

TheraCal LC Bisnaga contendo particulas de silicato tricalcio tricalcico
(Light Cure) imersas em um monémero hidrofilico. A resina apresenta-
Fotopolimerizavel se em um componente hidrofébico. uretano-dimetacrilato
(UDMA), metacrilato de bisfenol A-glicidilo(BisGMA) e
dimetacrilato de trietifeno glicol (TEGDMA) e um
componente hidrofilico: hidroxietitMetacrilato (HEMA} e

polietitenoglicol dimetacrilato (PEGDMA).

4.2, Cuftura Celutar

Células osteoblasticas humanas (linhagem Saos-2) foram obtidas atraves da
ATCC (American Type Culture Collection) e cultivados em meio DMEM (Dulbecco
Modified Eagle medium/ Gibco, Grand Island, NY, EUA} suplementado com 10% de
soro fetal bovino (FBS/ Gibco, Grand Island, NY, EUA), 100 ug/mL de estreptomicina
e 100 mg/mL de penicilina. As células foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de
CO,. As células confluentes foram tripsinizadas com 0,25% de tripsina e 0,05% de
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, Gibco, Grand Island, NY, USA) por 5
minutos e posteriormente as aliquotas foram replaqueadas. Para o ensaio
experimental, as células foram plaqueadas em uma concentragao de 5x 10* células
por poco em placas de 96 pogos (TPP,Trasadingen, Suica) para atingir a confluéncia
de aproximadamente 80%. Apés o cultivo celular por 24 horas, ou seja, com as

células aderidas, as mesmas foram expostas diretamente por 24 horas ao extrato nao
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diluido, feito com os cimentos experimentais, como descrito abaixo no topico preparo
das amostras. O grupo controle ndo foi exposto ao extrato, sendo utilizado o meio
DMEM convencional
4.3 Preparo das amostras

Foram escolhidos dois cimentos endodonticos reparadores: MTA Angellus
(Angellus Londrina, Parand, Brasil) e TheraCal LC (Bisco, Chicago, IL, EUA). Sob
condigdes assépticas, dentro do fluxo laminar, os cimentos foram preparados de
acordo com as instrugées do fabricante. O MTA foi manipulado em placa de vidro e o
TheraCal foi fotopolimerizado por 20 segundos com fotopolimerizador (Gnatus, Brasil)
e inseridos em anéis de teflon medindo 5 mm de diametro e 2mm de altura, segundo
preconizado pela norma SO 10993-5. Ap6s a insergédo dos cimentos nos aneéis, os
mesmos foram mantidos por 24 horas em estufa a 37°C para o tempo de presa. Apos
24 horas e com o cimento ja com presa inicial, os anéis de teflon foram removidos e
cada molde de cimento foi acomodado em pogos de placas de 48 pogos e inserido
1,6 mL de meio DMEM suplementado em cada pogo a fim de produzir um extrato do
cimento. Esses extratos foram mantidos em estufa a 37°C por 24 horas. Apds o
periodo de incubagdo, o extrato de cada grupo foi removido e armazenado em

temperatura de -20°C.

4.4 Ensaio de Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade utilizado foi o colorimétrico quantitativo MTT. Os
osteoblastos Saos-2 foram expostos aos extratos dos cimentos néo diluidos por 24
horas. Apds 24 horas, o sobrenadante foi removido e em cada pogo celular foi
adicionado 0,1 mL da soluggo de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoli- umbromide/ Sigma, St Louis, MO, EUA) preparada com a
concentragéo de 0,5 mg/mL, e mantidos durante 2 horas a 37°C. Apds o periodo de
incubagéo, o sobrenadante foi removido e os cristais de formazan resultantes da
reducdo do MTT foram dissolvidos em 0,1 mL de DMSO puro. As placas foram
agitadas por 05 minutos e incubadas por 5 minutos para estabilizagdo da cor. a
absorbancia foi mensurada em um espectofotdmetro automatico (EPOCH;

Biosystems, Curitiba, PR, Brazil) a um comprimento de onda de 540nm
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4.5. Aniélise Estatistica

Os dados advindos do ensaio de MTT foram analisados utilizando-se o
software para estatistica SPSS versdo 15.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, EUA). Os
dados foram testados em uma distribuicao normal peio teste de Kolmogorov—-Smirnov
test, e as comparagbes entre grupos foram analisados atraveés da analse de variancia
(ANOVA) seguido do teste de Bonferroni. Todos os valores foram apresentados como

media e desvio padrao. O valor de P considerado significante foi de <0.05.
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5. RESULTADOS

Os resultados do ensaio MTT estdo representados na Grafico 01. O cimento
MTAnN&o apresentou citotoxicidade quando comparado ao grupo controle (P>0.05), ja

ocimenio TheraCal foi citotdxico, demonstrando di

ferenca estatisticamentesignificante quando comparado ao MTA e ao grupo controle

(P<0.05).
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Grafico 01: Representagdo dos resultados de  citotoxicidade dos cimentos

experimentais (ensaio MTT).
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6. DISCUSSAQ

A escolha da metodologia de citotoxidade, baseada na elugéo de cimentos e
ensaios colorimatrico MTT recai sobre a indicativa que novos materiais, como o caso
do TheraCal LC (patenteado por Shu ef al., 2008) devem passar por uma avaliagdo
da compatibilidade bioldgica, recaindo sobre ensaios in vitro- Fase 01 (Granjeiro &
Soares, 2011). Para tal, podem ser utilizados diferentes tipos celulares. Em nosso
estudo, a escolha de osteoblastos recai sobre a hipotese de mimetizagdo do
ambiente perirradicular com a presenga do osso alveolar (Perinpanayagam et af.,
2009).

Em nossos resultados de citotoxicidade, a partir de osteoblastos humanos
imortalizados, o cimento MTA nédo apresentou citotoxicidade quando comparado ao
grupo controle (P>0.05), o que corrobora com outros pesquisadores (Al-Rabeah et
al., 2006; Shariifian ef al., 2007; Koulaouzidou et al., 2008; Damas ef al, 2011;
Youshino et al., 2013; Jaberiansari ef al., 2014; Jang et al., 2014; Poggio et al., 2014,
Escobar-Garcia et al, 2016; Rodrigues ef al, 2016) o que permite ao biomaterial
MTA ser indicado para diferentes situagdes clinicas em Endodontia.

O cimentoe TheraCal LC foi citotoxico, demonstrando diferenga
estatisticamentesignificante quando comparado ao MTA e ao grupo controle (P<
0.05). A maior citotoxicidade do TheraCal, frente ao MTA, também pode ser explicada
devido a alta fiberagdo de ions célcio, fato confirmado por Poggio et al. (2014) e
Bortoluzzi et al. (2015). Em sua formulagao, a insergéo de mondmeros hidrofilicos
apresenta-se como uma estratégia para a absorcdo de agua, o que inicia o processo
da formagdo do hidroxido de calcio como subproduto do cimento de Portland.
Gandolfi et al., 2012 ressaltaram a grande e continua dissociagdo idnica do hidréxido
de calcio em ions calcio e hidroxila deste material. A constante e longeva (28 dias)
alcalizanizac&o do meio, devido aos ions hidroxila, também pode explicar nossos
resultados de maior citotoxicidade.

Outra possibilidade para explicar a citotoxicidade elevada do cimento TheraCal
LC recai sobre mondmeros presentes em sua composigdo. Shu ef af., em 2008,

apresentam o TheraCal como uma pasta simples contendo Oxido de célcio, particulas
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de silicato de calcio (cimento de Portland tipo IIl), vidro, silica, Sulfato de bario,
zirconato de bario como radiopadificador e monémeros resinosos contendo Bis- GMA
and PEGDMA (Suh et al., 2008). Contudo Manojlovic et al., em 2017, avaliaram a
citotocixidade e genotoxicidade de diferentes mondmeros, apresentando efeitos
citotoxicos decrescentes na seguinte ordem: BisGMA> TPO> FIT> CQ> TEGDMA.
Camilleri, em 2014, avaliaram que o tipo de resina e a composi¢cdo do
radiopacificador afetam a capacidade de liberagdo de cdicio ea bioatividade de
cimentos de silicato tricalcico. O zirconato de bario, presente no TheraCal LC,
aumentou a formagdo de hidroxido de célcio como indicado por microscopia
eletronica de varredura e difracdo de Raios-X, fato que pode corroborar com a alta

alcalinidade do meio e consequentemente citotoxicidade.

28



7. CONCLUSOES

Conclui-se que o TheraCal LC é mais citotoxico quando comparado ao MTA Branco.
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