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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a citotoxicidade do cimento reparador
MTA Repair HP. O cimento reparador MTA Branco foi utilizado como material de
referéncia para comparacdo. Para isso, osteoblastos humanos imortalizados da
linhagem Saos-2 foram incubados com elu¢des dos materiais testados por um periodo
de 24 horas. No grupo controle, células ndo foram expostas ao meio convencional de
cultura celular. A citotoxicidade dos materiais foi determinada pela contagem de
células viaveis utilizando-se o ensaio colorimétrico de MTT. Os dados foram testados
com relacdo a sua distribuicdo normal através do teste de Kolmogorov-Smirnov e
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) seguidas do teste de Bonferroni (P<0,05).
Os resultados do ensaio de citotoxicidade mostraram auséncia de diferencas
estatisticamente significantes entre o MTA Branco e o MTA Repair HP (P>0,05). Além
disso, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre os
materiais testados e o grupo controle (P>0,05). De acordo com os resultados obtidos,
pode-se concluir que ndo houve diferenca entre a citotoxicidade do MTA Branco

quando comparado ao MTA Repair HP.

Palavras- chave: Citotoxicidade; Materiais endodénticos; MTA; MTA Repair
HP.



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the cytotoxicity of the MTA Repair HP
cement. MTA White cement was used as a reference material for comparison.
Immature human osteoblasts of the Saos-2 lineage were incubated with elutions of the
tested materials for a period of 24 hours. In the control group, cells were not exposed
to the conventional cell culture medium. The cytotoxicity of the materials was
determined by counting viable cells using the MTT colorimetric assay. The data were
tested for their normal distribution using the Kolmogorov-Smirnov test and subjected
to ANOVA followed by the Bonferroni test (P <0.05). The results of the cytotoxicity
assay showed no statistically significant differences between MTA White and MTA
Repair HP (P> 0.05). In addition, no statistically significant differences were observed
between the tested materials and the control group (P> 0.05). According to the results,
it can be concluded that there was no difference between MTA White cytotoxicity when

compared to MTA Repair HP.
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1- INTRODUCAO

O Trioxido de Mineral Agregado (MTA) foi desenvolvido na Universidade de
Loma Linda (Torabinejad & White, 1995), e desde entdo uma série de trabalhos vém
demostrando resultados excelentes quando comparados a materiais anteriormente
utilizados em Endodontia em relacdo as propriedades bioldgicas, fisico-quimicas e
mecanicas (Torabinejad & Parirokh, 2010; Parirokh et al., 2010). Este material é
constituido principalmente de silicato tricélcico, 6xido tricalcico, silicato dicélcico, 6xido
de silicato, aluminato tricalcico, além de pequenas quantidades de outros minerais que
também sao responsaveis pelas propriedades fisico-quimicas, como por exemplo, o
oxido de bismuto adicionado para aumentar a radiopacidade do material (Parirokh et
al., 2005; Torabinejad & Parirokh, 2010; Parirokh et al., 2010). Apesar de n&o conter
hidroxido de célcio em sua formulacéo, apés sua presa, forma-se o 0xido de célcio
gue ao reagir com os fluidos teciduais ou agua pode produzir hidréxido de célcio. A
presenca de hidroxido de célcio faz com que o cimento atinja um pH altamente alcalino
(aproximadamente 10.2 a 12.5), favorecendo as propriedades antimicrobianas desse
material (Torabinejad & Parirokh, 2010).

Apesar de o MTA ser considerado um excelente material para tais
procedimentos clinicos, o biomaterial apresenta inconvenientes como a dificuldade de
manipulagéo e insercdo no local de reparo, consisténcia granulosa e longo tempo de
presa (Pitt Ford et al., 2007; Ber et al., 2007; Bogen & Kuttler, 2009). Ainda, a utilizacao
do oxido de bismuto como agente radiopacificador pode promover alteracdo de cor
nos elementos dentarios (Marciano et al., 2014) e afetar propriedades fisico-quimicas
(Marciano et al., 2016).

Na busca pelo aprimoramento das caracteristicas desvaforaveis do MTA, uma
nova formulagdo do MTA Angelus (Angelus, Londrina, Parana, Brasil) denominada de
MTA Repair HP (MTA “High Plasticity”), foi recem-lancada no mercado com objetivo
de manter as propriedades quimicas e bioldégicas do MTA e melhorar as propriedades
fisicas de manipulacdo. De acordo com o fabricante, as principais modificacdes
quando comparado ao seu predecessor sdo a adicao de um agente plastificante
organico a agua destilada, que atua como agente de unido entre os 6xidos. Este
agente organico traria ao produto uma alta plasticidade. Estudos tém mostrado que a

utilizacao de agentes plastificantes melhoram propriedades fisico-quimicas e facilitam
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a manipulacdo do MTA (Guimardes et al., 2015). Além disso, a substituicdo do éxido
de bismuto pelo tungstato de calcio, como agente radiopacificador, objetiva evitar a
alteracdo cromatica de elementos dentarios pelo biomaterial (Marciano et al., 2014),
bem como diminuir as interferéncias do radiopacificador nas propriedades fisico,
quimicas e mecanicas do MTA (Marciano et al., 2015; Bosso-Martelo et al., 2015:
Bosso-Martelo et al., 2016). Um recente estudo demonstrou que essa nova
formulacéo apresentou maior resisténcia ao deslocamento quando comparado ao seu
predecessor (Silva et al.,, 2016). No entanto, a literatura carece de estudos que
demonstrem as propriedades biolégicas dessa nova formulagdo. Destarte, esta
dissertacdo apresentou o escopo de uma avaliacdo in vitro dos possiveis efeitos
citotoxicos dos biomateriais MTA Branco (White MTA) e MTA REPAIR HP em

osteoblastos humanos imortalizados.
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2- REVISAO DE LITERATURA

A avaliacao da compatibilidade biolégica de biomateriais segue primeiramente
ensaios in vitro; e no caso de materiais endodonticos o teste pode ser realizado de
inimeras formas, existindo inclusive normativas sugerindo metodologias para a
realizacdo desses ensaios (ISO 10993-5 International Organization for
Standardization ISO 10993 Biological Evaluation of Medical Devices - Part 5: Tests for
In Vitro Cytotoxicity. Geneva, Switzerland: International Organization for
Standardization; 2009). Uma das formas de ensaio mais utilizadas é a da realizacao
de uma elucdo do material, seguida de exposi¢ao deste eluto as células. Estes ensaios
envolvem a pré- incubacdo do biomaterial em meio de extracdo, quase sempre
aguoso, e que tem o objetivo de simular a liberac&o de substancias com possivel efeito
téxico nos fluidos biolégicos aos quais 0 material estara exposto durante seu uso.
Diversas substancias séo elegiveis a comporem este meio de extragdo, porém o mais
comumente usado € o proprio meio de cultura. Apés um periodo de extracado (no geral
24 horas), este meio é coletado (agora sem o material) e adicionado as células ja
cultivadas e em monocamadas e mantidas por mais 24 horas. Ao fim do tempo de
exposicdo devem ser realizados testes de viabilidade celular, os quais permitem
estimar a proporcéo de células vivas apos a exposicdo. Os testes de MTT se baseiam
na medicdo da atividade mitocondrial. O reagente MTT (brometo de difeniltetrazélio),
amarelo, solubilizado em agua, € metabolicamente reduzido nas células viaveis para
um azul-violeta de formazano insoluvel. Em seguida, o formazano é solubilizado em
alcool. H4 uma correlacéo direta entre 0 nUmero de células viaveis e a intensidade de
cor determinada pela leitura em espectrofotometro no comprimento de onda de 540nm
(Granjeiro & Soares, 2011).

A validacao da metodologia de cultura celular para o estudo do biomaterial MTA
foi revisada por Perinpanayagam et al., em 2009. Os autores destacam que a
metodologia de cultura celular oferece um ambiente controlado, nos quais diferentes
linhagens celulares podem ser analisadas. S&Go comuns para este biomaterial ensaios
com fibroblastos e osteoblastos, mimetizando a morfologia tecidual de fibroblastos
originarios do ligamento periodontal e osteoblastos do osso alveolar, os quais
pertencem a tecidos que desempenham um papel fundamental no processo de reparo

perirradicular.

Previamente em 2006, Al-Rabeah et al., confirmaram a excelente
biocompatibilidade do MTA (Pro Root MTA, Dentsply Tulsa Dental, Tuls, OK, EUA)
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em osteoblastos através de ensaios de citotoxicidade. Como metodologia
complementar, a microscopia eletrénica de varredura evidenciou que as células
osteoblasticas se espalharam dentro de 24 horas, com inumeras projecoes celulares
se ligando a superficie do MTA durante o periodo de 2 semanas no qual o experimento

foi realizado.

Sharifian et al., em 2007, avaliaram a citotoxicidade frente a fibroblastos
humanos gengivais de diferentes marcas de MTA e do cimento de Portland (Simane
Tehran Co., Tehran, Ira). As marcas de MTA desse estudo foram GI) ProRoot MTA
(Dentsply Tulsa Dental, Tuls, OK, EUA) e GIl) Root MTA (Salamifar, Tehran, Ird). Os
resultados indicaram que ndo havia diferenca estatisticamente significante entre os
trés materiais testados (p>0.05). A comparacéo do biomaterial MTA com cimento de
Portland aconteceu inicialmente em 1999 por meio da analise através da técnica de
difracdo de raios-X e biocompatibilidade através de osteoblastos (Wucherpfennig &
Green, 1999 Abstract PR 40; 308). No ano seguinte, Estrela et al., publicaram o
primeiro artigo no qual o MTA foi diretamente comparado com o cimento de Portland,
no qual foi constatada a sua semelhanca quimica, exceto pelo 6xido de bismuto
(radiopacificador) presente no MTA, bem como resultados semelhantes para pH e

atividade antibacteriana.

Em 2008, Koulaouzidou et al., se propuseram a comparar o efeito citotdxico de
duas marcas comerciais de MTA GI) ProRoot MTA (Dentsply Tulsa Dental, Tuls, OK,
EUA) e GIl) MTA (Angelus, Londrina, Parana, Brasil) com; GlII) cimento de 6xido de
zinco e eugenol modificado (SuperEBA, Bosworth Company, Keystone Industries,
Gibbstown, EUA) e GIV) Cimento de ionébmero de vidro (Vitrebond, 3M, Minnesota,
EUA). A citotoxidade foi observada em células pulpares de rato (linhagem RPC-C2A)
e fibroblastos humanos imortalizados de origem pulmonar (linhagem MRC-5). Utilizou-
se o reagente XTT (hidroxido de tetrazoélio) e compararam os resultados ao grupo
controle do experimento em dois periodos experimentais: 24 e 72 horas. Os resultados
apresentaram uma baixa ou quase nula citotoxicidade para ambas as marcas de MTA,
com escala crescente de citotoxicidade para os materiais SuperEBA e Vitrebond. O
biomaterial MTA, independente da marca, ja apresentava-se como o padrdo ouro na
escolha de um material para casos de cirurgias parendodbénticas como retro-
obturacg@es, devido a sua superior propriedade biolégica de ndo ser toxico as células
do tecido perirradicular.
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Apesar de o MTA ser considerado um excelente material, este apresenta
inconvenientes como a dificuldade de manipulacdo e insercdo no local de reparo,
consisténcia granulosa e longo tempo de presa (Pitt Ford et al., 2007; Ber et al., 2007,
Bogen & Kuttler, 2009). Na busca pelo aprimoramento das caracteristicas
desvaforaveis do MTA, outros cimentos reparadores tém surgido no mercado e devem
ser testados quanto as suas caracteristicas, dentre elas a citotoxicidade. Damas et al.,
em 2011, estudaram a citotoxicidade de dois novos cimentos bioceramicos Gl)
Endosequence Root Repair Material e GIllI) Endosequence Root Repair Puffy
(Brasseler, Savannah, GA, EUA), quando comparados ao GlIl) MTA (ProRoot MTA
(Dentsply Tulsa Dental, Tuls, OK, EUA) e GIV) MTA (Angelus, Londrina, Parana,
Brasil). O ensaio foi realizado utilizando-se fibloblastos humanos advindos da pele.
Todos os materiais estudados apresentaram uma viabilidade igual ou acima de 91,8%.
N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os dados dos grupos MTA
ProRoot, MTA Angelus e Endosequence Root Repair. O biomaterial Endosequence
Root Repair Puffy apresentou-se associado a menor viabilidade celular. Os autores
apresentaram a diferenca na composi¢cao desse material e maior viscosidade como

agente causal da menor viabilidade celular.

A fim de associar as propriedades favoraveis do cimento reparador MTA a
cimentos obturadores endodonticos, surgiram no mercado cimentos para a obturacéo
dos canais radiculares a base de MTA. Em 2013, Youshino et al., compararam a
citotoxidade sob fibroblastos primarios originarios do ligamento periodontal quando
expostos ao recém lancado cimento obturador Gl) MTA Filllapex (Angelus, Londrina,
Parand, Brasil) em relacdo ao Gll) MTA branco (Angelus, Londrina, Parana, Brasil) e
GlII) cimento tipo Portland (Cia. de Cimento Portland Itad, Itat de Minas, MG, Brasil).
Para tal estudo, a norma ISO 10993-5 foi utilizada e com o intuito de verificar se a
concentracado apresentava-se como um fator na viabilidade celular, este extrato foi
diluido de forma seriada; e para a variavel tempo exposi¢cdo, 0 ensaio contou com
periodos experimentais de 24, 48 e 72 horas. Apos tais condi¢des, procedeu-se 0
ensaio de viabilidade celular MTT. Os resultados apresentados apresentaram um
pequeno efeito citotoxico do MTA branco (Gll) para extratos ndo diluidos e nos
periodos experimentais de 24 e 72 horas, enquanto que o cimento tipo Portland (GllI),
neste estudo, ndo induziu alteragcdes na viabilidade de fibroblastos. O cimento
obturador MTA Fillapex (Gl), o qual apresenta dentre os seus componentes 0 MTA,

apresentou maiores indices de citotoxicidade, mesmo em diluicbes seriadas. Os



18

autores concluiram que o MTA Fillapex, mesmo apresentando MTA na sua
composicdo, apresentou-se como um cimento obturador com caracteristicas
citotoxicas. Outros trabalhos como o de Silva et al. (2013) evidenciaram citotoxicidade
estatisticamente significante maior do cimento obturador MTA Fillapex quando
comparado ao cimento resinoso AH Plus. Este artigo ainda inferiu sobre a
radiopacidade e viscosidade destes cimentos a partir de ensaios padronizados nas

normas ISO.

Mundialmente, outras marcas comerciais de MTA comecaram a surgir no
mercado, além do MTA ProRoot e Angelus, bem como novas formulacGes
enriquecidas com diferentes nanoparticulas. Jaberiansari et al., em 2014, avaliaram a
citotoxicidade de trés diferentes marcas de MTA GI) Pro Root MTA (Dentsply, Tulsa
Dental, Tulsa, OK, EUA); GII) MTA Angelus (Londrina, Parana, Brasil) e GllI) MTA
Root (Lotfi research group, Tabriz, Ird), além de GIV) MTA enriquecido com trés
diferentes nanoparticulas, comparados com um GV) cimento enriquecido de calcio
(BioniqueDent, Tehran, Ird). Este estudo comparou este efeito citotoxico em células
tronco pulpares com diferentes intervalos de tempo. Todos os trés MTA ja
comercializados (grupos I, Il e lll) e cimento enriqguecido com calcio (GV)
apresentaram biocompatibilidade similares. O MTA acrescido de nanoparticulas (GIV)
apresentou efeitos citotéxicos em todos os intervalos de tempo. Ressalta-se que neste

artigo, as nanoparticulas acrescentadas ndo foram descriminadas.

O campo de nanoparticulas também gerou outro cimento reparador: O
Bioaggregate (Innovative Bioceramix, Vancouver, BC, Canada), o qual apresenta - se
como um pé semelhante a cimento hidraulico branco puro, constituido de
nanoparticulas ceramicas biocompativeis. De acordo com o fabricante, o cimento
possui caracteristicas hidrofilicas, & capaz de estimular a cementogénese e produzir
um selamento de alta qualidade. Suas indicacdes sao similares as do MTA, visto a

sua constituicdo quimica ser comparavel ao MTA branco (Park et al., 2010).

Outros biomateriais surgiram agregando ao MTA aditivos rotineiramente
usados na construcao civil, com o intuito de melhorar suas propriedades fisico-
quimicas. O aditivo cloreto de célcio apresenta-se inserido no material Biodentine
(Septodont, Saint-Maur-des-Fosses, Franca). O Biodentine € um cimento de silicato
indicado como substituto dentinario. Em Endodontia, suas indica¢des sdo as mesmas

do MTA. A parte pé do Biodentine € basicamente composta por silicato tricalcico,
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cabonato de calcio e 6xido de zirconio (radiopacificador). A parte liquida consitui-se
do cloreto de calcio, com a funcédo de acelerar a presa do cimento e um polimero
hidrossoluvel, sendo agente controlador de umidade (Goldberg et al.,, 2009). De
acordo com o fabricante, o Biodentine apresenta excelente biocompatibildiade e
bioatividade, bem como propriedades fisico-quimicas melhoradas em relacdo ao MTA,

como menor tempo de presa, resisténcia mecéanica e melhor manipulagéo.

Em 2014, Jang et al., avaliaram a citotoxicidade e propriedades fisicas (tempo
de presa e ensaio de forca compressiva, de acordo com as normas 1SO) em diferentes
cimentos endodbénticos a base de silicato tricélcico: GIl) Biodentine e Gll)
Bioaggregate, quando comparado ao MTA. Os resultados evidenciaram que 0
Biodentine apresentou maior citotoxicidade quando comparado ao MTA, contudo as
propriedades fisicas foram superadas. Ja o biomaterial Bioaggregate apresentou
similaridade na citotoxicidade quando comparado ao MTA, mas inferioridade nas
propriedades fisicas. O estudo de Escobar-Garcia, em 2016, complementou a analise
comparativa entre o MTA e Biodentine através de ensaios de citotoxicidade e adesao
celular. Os resultados apresentados por estes autores foram que 0s materiais
apresentaram citotoxicidade similares, o que difere dos resultados apresentados por
Jang et al. (2014), nos quais o material Biodentine se apresentou mais citotoxico. Para
os resultados de adeséo celular, houve um aumento da adesao celular através da
expressdo de contatos focais para o Biodentine, embora sem diferenca

estatisticamente significante.

A busca por um material com caracteristicas mais préximas das ideais permeou
muitos estudos, como o do Poggio et al., em 2014, que avaliaram a citotoxicidade e
atividade antimicrobiana de seis diferentes materiais indicados para capeamento
pulpar. 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
colorimétrico MTT (brometo de difeniltetrazdlio) e de apoptose em diferentes tempos
experimentais. Na avaliacdo da atividade antimicrobiana, os materiais foram expostos
in vitro a Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, e Streptococcus sanguis no
teste de difuséo de agar. Tanto os halos de inibicdo bacteriana como os resultados da

citotoxicidade foram significantemente diferentes entre os materiais de acordo com a
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diversidade na composicéo. Produtos a base de MTA evidenciaram menores valores
de citotoxicidade e atividade antimicrobiana, enquanto que os materiais a base de
hidroxido de calcio apresentaram alta atividade antimicrobiana, mas também alto

poder citotéxico.

Outro MTA comercializado € o MTA Plus (Avalon Biomed Inc. Bradenton, FL,
USA). Em 2016, Rodrigues et al., investigaram a citotoxicidade, atividade osteogénica
e expresssdo de RNAm para marcadores osteogénicos (proteinas morfogenética
0ssea BMP-2, osteocalcina e fosfatase alcalina) induzidos através de extratos dos
materiais GI) MTA Plus comparado ao GllI) MTA (Angelus, Londrina, Parand, Brasil)
em células tronco humanas pulpares. Os resultados apresentados foram que ambos
0s materiais foram: N&o ciototoxicos, aumentaram o processo de mineralizag&o in vitro

e induziram a expressao de marcadores osteogénicos.

E na constante busca pelo aprimoramento das caracteristicas desfavoraveis do
MTA, foi desenvolvida a nova formulacdo do MTA Angelus (Angelus, Londrina,
Parand, Brasil) denominada de MTA Repair HP (MTA “High Plasticity”), récem-
lancada no mercado com objetivo de manter as propriedades quimicas e bioldgicas
do MTA e melhorar as propriedades fisicas de manipulacdo. De acordo com o
fabricante, a modificacdo apresenta-se no radiopacificador e na adicdo de um agente
plastificante organico a agua destilada, que atua como agente de unido entre os
oxidos. Estudos tém mostrado que a utilizacdo de agentes plastificantes melhoram
propriedades fisico-quimicas e facilitam a manipulacdo do MTA (Guimaréaes et al.,
2015).
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3- PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a citotoxicidade do cimento reparador MTA
Repair HP em osteoblastos humanos imortalizados da linhagem Saos-2. O cimento
reparador MTA foi utilizado como material de referéncia para comparacao.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- Formulacao e manipulagdo dos materiais testados
Os materiais comerciais MTA e MTA Repair HP (Figura 1) foram preparados
de acordo com as instru¢des dos fabricantes. A Tabela 1 descreve composi¢cado dos

materiais avaliados.

15

MTA ANGELUS'

White | Bland

MOCERAMIE
,,ucquuu‘
‘lu-cl'NAM"-o
PIOCERANICEH

Figura 01: Apresentacé&o comercial do A) MTA e B) MTA HP Repair (Angelus).

Tabela 1. Composicédo dos materiais endododnticos utilizados no presente estudo.

Material Composicao

P6:  Silicato tricalcico,
Silicato dicalcico,
MTA Aluminato tricalcico,
(Angelus, Londrina, Brasil) Oxido de calcio,
Oxido de bismuto.
Liquido: Agua destilada.

P6:  Silicato tricalcico (3Ca0.Si02),
Silicato dicalcico (2Ca0.Si02),
Aluminato tricalcico

MTA HP (3Ca0.AlI203),
(Angelus, Londrina, Brasil) Oxido de Calcio (CaO),

Tunsgato de Calcio (CaWO4).

Liquido: Agua destilada e agente

plastificante.
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4.2- Cultura celular

Células osteoblasticas humanas (linhagem Saos-2) foram obtidos através 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
CO2. As células confluentes foram tripsinizadas com 0.25% de tripsina e 0,05% de
EDTA (Gibco, Grand Island, NY, USA) por 5 minutos e posteriormente as aliquotas
foram replaqueadas. Para o ensaio experimental, as células foram plagueadas em
uma concentracdo de 5x 10% células por poco em placas de 96 pocos (TPP,
Trasadingen, Suica) para atingir a confluéncia desejada de aproximdamente 80%.
Apés o cultivo celular por 24 horas, ou seja, com as células aderidas, as mesmas
foram expostas diretamente por 24 horas ao extrato ndo diluido, feito com os materiais
reparadores testados como descrito abaixo. O grupo controle ndo foi exposto ao
extrato, sendo utilizado o meio DMEM convencional suplementado com 10% de soro

fetal bovino, 100 ug/mL de estreptomicina e 100 mg/mL de penicilina.

4.3- Ensaio de citotoxicidade

Sob condi¢bes assépticas e dentro do fluxo laminar os materiais testados foram
preparados de acordo com as instru¢des do fabricante e inseridos em anéis de teflon
medindo 5 mm de didmetro e 2mm de altura, segundo preconizado pela norma ISO
10993-5. Apos a insercao dos materiais nos anéis, os mesmos foram mantidos por 24
horas em estufa a 37°C para a presa dos materiais. Apds 24 horas, os anéis de teflon
foram removidos e cada espécime de material foi acomodado em pocos de placas de
48 pocos na qual foram inseridos 1,5 mL de meio DMEM suplementado em cada poco
a fim de produzir um extrato do cimento. O extrato foi obtido em estufa a 37°C por 24
horas. Apds o periodo de incubacgdo, o extrato de cada grupo foi removido e

armazenado em temperatura de -20°C por no maximo 7 dias.

Os osteoblastos Saos-2 foram expostos aos extratos dos cimentos nao diluidos
por 24 horas. Apos 24 horas, o sobrenadante foi removido e em cada poco celular foi
adicionado 0,1 mL da solugaio de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoli- umbromide/ Sigma, St Louis, MO, EUA) preparada com a
concentracdo de 0,5 mg/mL, e mantidos durante 2 horas a 37°C. Ap0s o periodo de

incubacédo, o sobrenandante foi removido e os cristais de formazan resultantes da
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reducdo do MTT foram dissolvidos em 0,1 mL de DMSO puro. As placas foram
agitadas por 05 minutos e incubadas no escuro por 5 minutos para estabilizacdo da
cor. A absorbancia foi mensurada em um espectrofotdmetro automatico (EPOCH,;
Biosystems, Curitiba, PR, Brazil) a um comprimento de onda de 540 nm. Os valores
da viabilidade celular foram expressos em percentagem total, sendo o grupo controle
em separado.

4.4- Andlise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e todos os ensaios foram
repetidos 3 vezes a fim de garantir a confiabilidade do estudo. Os dados advindos do
ensaio de MTT foram analisados utilizando-se o software para estatistica SPSS
versao 15.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, EUA). Os dados foram testados em uma
distribuicdo normal pelo teste de Kolmogorov—Smirnov, e as comparacoes entre
grupos foram analisados através da andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste
de Bonferroni. Todos os valores foram apresentados como média 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 Figura 2. Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre os materiais testados

(P>0.05) e nem entre os materiais e o grupo controle (P>0.05).

Citotoxicidade

Controle MTA MTA HP

Figura 2 - Citotoxicidade dos cimentos experimentais (ensaio MTT).
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6- DISCUSSAO

O recém-lancado MTA Repair HP apresenta-se como uma proposta de
melhorias do MTA convencional com a modificacdo do agente radiopacificador e
adicdo de um agente plastificante organico a agua destilada, que atua como agente
de unido entre os 6xidos. Este agente orgéanico traria ao produto uma alta plasticidade.
Estudos tém mostrado que a utilizacdo de agentes plastificantes melhoram
propriedades fisico-quimicas e facilitam a manipulacdo do MTA (Guimaréaes et al.,
2015). E que o agente radiopacificador incluido na formulacdo dos cimentos nao

interfere na citotoxicidade (Huck et al., 2017).

Camilleri, em 2014, avaliaram que o radiopacificador afeta a capacidade de
liberacdo de calcio e a bioatividade de cimentos de silicato tricalcico, fato que pode
proporcionar uma alta alcalinidade do meio e consequentemente citotoxicidade.
Contudo, ndo héa estudos de citotoxicidade especifica para o radiopacificador tunsgato

de célcio presente no MTA Repair HP.

O ensaio de citotoxicidade se justifica como um passo inicial no processo de
avaliacdo da compatibilidade biologica, inicialmente realizada in vitro (Granjeiro &
Soares, 2011). A escolha do tipo celular, osteoblastos, foi realizada no intuito de
mimetizar células presentes no tecido perirradicular, ou seja, osso alveolar. Estudos
prévios utilizando outras linhas celulares como células endoteliais, fibroblastos L929
e osteossarcoma humano néo revelaram diferengas significativas entre os materiais
testados (Parirokh and Torabinejad, 2010).

Em nossos resultados de citotoxicidade, a partir de osteoblastos humanos
imortalizados, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre
0os materiais MTA e MTA Repair HP (P>0.05) e nem entre 0os materiais e 0 grupo
controle (P>0.05). A citotoxicidade muito baixa ou quase nula do MTA corrobora com
outros autores (Al-Rabeah et al., 2006; Shariifian et al., 2007; Koulaouzidou et al.,
2008; Damas et al., 2011; Youshino et al., 2013; Jaberiansari et al., 2014; Jang et al.,
2014; Poggio et al., 2014; Escobar-Garcia et al., 2016; Rodrigues et al., 2016).

Com a técnica empregada, as células imortalizadas podem ser isoladas e se
multiplicar continuamente mantendo as suas caracteristicas, o que garante a
confiabilidade do estudo. Entretanto, sabe-se que esse ambiente in vitro € bastante
limitado, visto a impossibilidade de se reproduzir a diversidade de células, substancias

e reacdes metabdlicas do tecido vivo.
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7- CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que ndo houve

diferenca entre a citotoxicidade do MTA quando comparado ao MTA Repair HP.
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