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RESUMO

Os cimentos endoddnticos sdo materiais com a funcédo de promover a cimentacao
dos cones de guta-percha e de auxiliar na obturacéo do canal radicular preparado,
preenchendo espacos ndo ocupados pelos cones, incluindo canais
laterais/acessorios, recessos e irregularidades. Além da sua capacidade de
selamento, os cimentos endoddnticos devem possuir outras caracteristicas, dentre
elas a biocompatibilidade. Uma vez que esses materiais séo levados ao interior do
canal radicular e entram em contato com os tecidos perirradiculares, € importante
que ndo sejam citotdxicos, ou que pelo menos nao interfiram negativamente com a
reparacao tecidual. Cimentos que possuem agentes citotoxicos em sua composi¢ao
podem levar a reacdes inflamatérias, danos nos tecidos perirradiculares e retardo
no processo de reparacdo. Portanto, a escolha de um cimento endoddntico
biocompativel e biologicamente ativo tem o potencial de contribuir para o sucesso
a longo prazo do tratamento. Com o objetivo avaliar o grau de citotoxicidade e
determinar quais cimentos endodoénticos apresentam maior biocompatibilidade
visando contribuir para a literatura, este estudo in vitro, com células SaOs-2, avaliou
o grau de citotoxicidade de sete cimentos endodonticos, Bio C Sealer, Bio C ION+,
Total Fill, MTA Fillapex, AH Plus, Sealer Plus e Sealer 26, em estado fresh e apds
a reacao de presa em dois tempos de liberacdo de particulas. Os resultados
indicaram uma correlacdo concentracdo dependente com o grau de citotoxicidade
dos materiais, além da maior citotoxicidade em sua forma fresh, confirmando a
hipotese de que os materiais sdo mais agressivos aos tecidos no momento de sua
insergéo no canal radicular, antes de tomar presa.

Palavras-chave: citotoxicidade, cimentos endoddnticos, biocompatibilidade.



ABSTRACT

Root canal sealers are materials with the function of promoting the cementation of
gutta-percha cones and assisting in the obturation of the prepared root canal, filling
spaces not occupied by the cones, including lateral/accessory canals, recesses and
irregularities. In addition to its sealing ability, sealers must have other characteristics,
including biocompatibility. Since these materials are carried into the root canal and
come into contact with the periradicular tissues, it is important that they are not
cytotoxic, or at least do not interfere negatively with tissue repair. Sealers that have
cytotoxic agents in their composition can lead to inflammatory reactions, damage to
periradicular tissues and delay in the repair process. Therefore, the choice of a
biocompatible and biologically active root canal sealer has the potential to contribute
to the long-term success of endodontic treatment. In order to evaluate the degree of
cytotoxicity and determine which endodontic sealers have greater biocompatibility
in order to contribute to the literature, this study in vitro, with Sa0OS-2 cells, evaluated
the degree of cytotoxicity of seven sealers, Bio C Sealer, Bio C ION+, Total Fill, MTA
Fillapex, AH Plus, Sealer Plus and Sealer 26, in fresh state and after the setting
reaction in two times of particle release. The results indicated a
concentrationdependent correlation with the degree of cytotoxicity of the materials,
in addition to the greater cytotoxicity in their fresh form, confirming the hypothesis
that the materials are more toxic to the tissues at the time of their insertion into the
root canal, before setting.

Keywords: cytotoxicity, endodontic cements, biocompatibility.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.

Esquema da configuracdo das placas de cultura............cccccceeeneneeee. 19
Gréafico do Bio C Sealer............ueviiiiiiiiiiiieeeeiieeee e 21
Grafico do Bio C Sealer 10N + .......cooooiiiiiiiiiieiiiiieeee e 22
Gréafico do Sealer PIUS...........cooiiiiiiiiiiiie e 23
Grafico do Total Fill.........coooiiiiiiie e 24
Grafico dO AH PIUS........ciiiiiiiiei e 25
Grafico do MTA FillapeX......ccoeiiiiiiiiiieeiiiieeeee e 27
Grafico do Sealer 26............uuviiiiiiiiiiieeee e 28
Representacdo em gréfico databela 2..............cccoooiiiiiiiiieiiieeeen. 29
Representacdo em gréfico databela 3..............cccooiiiiiiiiveieiee e, 30
Representacdo em grafico databela 4..............cccoooviiriiiiciceeenn, 31
Representacdo em gréfico da tabela s............cccoooviiiiiiieiieieieeee. 32
Meios condicionados armazenados em eppendorfs ............cccvvveeeee. 34
MICTOSCOPIA. ....cceeeeeiieeeee et e et e e e e e e et e e e e e e e e e e aaaaans 38



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Diluicdo seriada Padraio 1SO..........ueiiiiiiiiiiieieiee e 18
Tabela 2. Dados estatisticos na condi¢éo fresh 1 dia de exposiGao...................... 29
Tabela 3. Dados estatisticos na condi¢éo fresh 7 dias de exposigao.................... 30
Tabela 4. Dados estatisticos na condicéao 7 dias 1 dia de exposicéao.................... 31
Tabela 5. Dados estatisticos na condi¢ao 7 dias 7 dias de exposicéao.................. 32
SUMARIO
1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA .....oooiieteveeeeeeeeeeeseeseeseessesesssesessessasssssessenns 1
1.1 MATERIAIS OBTURADORES AVALIADOS NO PRESENTE ESTUDO ...........ccuc..... 4
1.2 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DOS MATERIAIS OBTURADORES..............c........ 10
1.3 ESTUDOS COMPARATIVOS ...ttt sttt st st st beesaeesaae e 11
A O = N Y 2 TSRS 14
2.1 JUSTIFICATIVA . ..ottt ettt e e bae e st e e sate e st e e rbee e sabeeebaeesnteeeneeesnseeenns 14
3. MATERIAIS E METODOS........oieiieieeeieisesiesssesssssss st ssssssssssssssesssssssss st ssssssesssssssssnes 15
3.1 PREPAROQO DOS MATERIAIS ...ttt ettt st ste e s vee s seae e st ssnae e svee e 15
3.2 PREPARO DO MEIO CONDICIONADO .....ccctviieiieitenieeniee e sieeieesieesieeseesnessveenseenas 16
3.3 CITOTOXICIDADE ......co oottt ettt ettt e e tee e s e e e sae e e srte e sbaeessaeesnteeenneeesnseeanns 17
4. RESULTADOS ...ttt sttt ettt st b e be e be e s ae e satesateenteesbaesaaesaeesasesnsesnseenses 20
B, DISCUSSAO......coceuiteieseiteetee s issessee s ssess st s s s ss ettt 35
B. CONGCLUSAO ...ttt essssseessee st ss st st ss sttt 39
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oviiiiiiieieseiisiesie sttt ssssssssessessnns 40






1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Os cimentos endododnticos sao utilizados como uma fina camada, de uma mistura
com consisténcia normalmente pegajosa, que tem como funcdo cimentar o material
obturador principal solido (cone de guta-percha) e permitir que 0 mesmo deslize para o
interior do canal radicular. Eles podem preencher canais laterais e acessorios, recessos
e istmos ao longo do canal radicular, onde o material de obturacdo sélido ndo pode
alcancar. Caso o cimento endodéntico ndo seja capaz de cumprir com suas funcoes,
podem ocorrer microinfiltacdes, isso €, a passagem de bactérias e fluidos, para o interior
do canal ocupando os espacos nao preenchidos. Portanto, a escolha de um cimento
endoddntico para uso clinico tem o potencial de contribuir para o sucesso a longo prazo

do tratamento (Zordan-Bronzel et al., 2019).

Para Torabinejad (2010), a obturacdo tem como objetivo promover um selamento
compacto do sistema de canais radiculares; nesse contexto, o autor vé o cimento
endodbntico com maior importancia que o material obturador primario (cone de
gutapercha). Segundo Chybowski (2018), o selamento adequado do canal apds sua
limpeza e desinfeccdo é de extrema importancia, uma vez que, de acordo com Lopes &
Siqueira (2020), elimina espacos vazios, anteriormente ocupados pela polpa dentaria, que
podem vir a servir de nichos para a proliferagcdo de microorganismos resistentes ao
preparo do conduto (infec¢do persistente) ou que, em um momento futuro possam obter

acesso a estes espacos (infeccdo secundaria).

Hargreaves (2011) descreve o papel exercido pelos cimentos endodénticos no

sucesso do tratamento como material de selamento do espacgo entre a parede dentinaria



e 0 material obturador. Para que tais materiais possam exercer a sua funcédo de forma
adequada, eles devem cumprir alguns pré-requisitos descritos por Lopes & Siqueira
(2020), séo eles: facilidade de insercdo e remocdo do canal radicular, bom tempo de
trabalho, promover selamento tridimensional do sistema de canais radiculares, boa
estabilidade dimensional em condi¢cdes de uso, bom escoamento, radiopacidade, nao
manchar a estrutura do elemento dentario, possuir adesividade as paredes dos canais,
possuir forca de coesdo, ndo ser soluvel pelos fluidos teciduais e saliva, ser reabsorvido
pelos tecidos perirradiculares, apresentar impermeabilidade no interior do canal, ter
atividade antimicrobiana e possuir biocompatibilidade. Segundo varios autores
(Hargreaves, 2011; Zhou et al., 2015; Vouzara et al., 2018), para que possa cumprir o
requisito de selamento tridimensional, os cimentos endoddénticos devem preencher as
irregularidades entre as paredes dentinarias e o nucleo de gutapercha, preenchendo as
lacunas e irregularidades dos canais principais, laterais, acessorios, além de espacos

entre os cones de guta-percha usados na técnica de compactacéao lateral.

No entanto, irregularidades presentes com frequéncia no interior dos condutos
radiculares, como istmos, recessos e canais laterais, podem oferecer certo grau de
dificuldade no momento da obturacdo. Chybowski (2018) ressalta que a incapacidade de
preencher e selar estas areas de modo eficaz pode acarretar o insucesso do tratamento

endodontico.

Aléem das caracteristicas fisicas, Vouzara et al. (2018) destaca também as
caracteristicas biolégicas e afirma que o cimento endoddntico também deve possuir
biocompatibilidade, uma vez que ao serem usados no tratamento endoddntico seus

subprodutos, dentro do canal radicular, se encontram proximos aos tecidos
2



perirradiculares. Segundo alguns autores (Prillage et al. 2016, Vertuan et al. 2018,
Vouzara et al. 2018), caso ndo possuam essa qualidade eles podem causar diversas
reacoes ao redor da raiz. Os agentes citotoxicos presentes nos materiais também podem
causar respostas inflamatorias e danos aos tecidos. De acordo com 0s principios escritos
por Grossman (1983), a biocompatibilidade dos cimentos endodoénticos, pode ser
caracterizada pelos seguintes parametros; genotoxicidade, mutagenicidade,
carcinogenicidade, histocompatibilidade e efeitos imunologicos. Desse modo, 0s
cimentos endodonticos tém o potencial de causar efeitos adversos locais nos tecidos
perirradiculares ou mesmo sistémicos, devido a liberagdo de seus componentes.
Portanto, conhecer as qualidades e caracteristicas de um cimento endodéntico é
fundamental para a sua selecéo e aplicacéo para cada caso clinico, uma vez que podem
causar ndo sO a degeneracao do tecido circundante, mas também retardar o processo de

reparacao.

Com base em sua composicao, os cimentos endoddnticos, podem ser definidos
como a base de 6xido de zinco e eugenol, hidroxido de célcio, ionémero de vidro, silicone,
resina e silicato de calcio (bioceramicos). O mercado de cimentos endododnticos é
extenso, devido as variadas formulacdes disponiveis. Dentre estes materiais, 0s selantes
a base de 6xido de zinco e eugenol tém sido amplamente utilizados por muitas décadas,
embora apresentem citotoxicidade consideravel in vitro, devido a liberacdo do eugenol.
No entanto, o mesmo eugenol, responsavel por causar o efeito citotoxico do material, €
também responsavel pelo seu efeito antimicrobiano favoravel e algum efeito

anestésico/anti-inflamatério em baixas dosagens. Isso denota a importancia de avaliar os



materiais com base em sua composicao, a fim de definir sua melhor aplicacao para cada

caso (Vouzara et al. 2018).

Frente a importancia da biocompatibilidade e a capacidade de ser bem tolerado
pelos tecidos perirradiculares, Vouzara et al. (2018) defendem que 0s novos cimentos
endodoénticos devam ser submetidos a um rigoroso teste de triagem pré-clinica, antes de
serem recomendados para uso comercial, dada a importancia do principio da
biocompatibilidade e ciente de que os cimentos endoddnticos apresentam caracteristicas
citotoxicas em diferentes graus, além de, como demonstrado em estudos como o de Seo
et al. (2019), o grau de citotoxicidade variar também apés a reacdo de presa do material,
diminuindo gradativamente ao longo do tempo. Portanto a importancia de se observar as

caracteristicas dos materiais em suas diferentes etapas de presa.

1.1 MATERIAIS OBTURADORES AVALIADOS NO PRESENTE ESTUDO

Os cimentos endodénticos sdo compostos monoméricos que sofrem uma reagao
de polimerizacdo para formar uma estrutura sélida e impermeéavel. Alguns materiais
avaliados, como o MTA Fillapex, Bio C Sealer e Bio C Sealer ION+, requerem a presenca
de agua para que ocorra a reacao de presa e endurecimento do material. O tempo ideal
para a polimerizacdo total de cada material varia, e € normalmente informada pelo

fabricante na bula do produto.

1.1.1 MTA Fillapex

O MTA Fillapex (Angelus Industria de Produtos Odontolégicos S/A, Londrina, PR)

€ um cimento endodéntico a base de silicato de calcio, originado da tentativa de combinar
4



as propriedades biolégicas presentes no MTA com as propriedades fisicoquimicas de um
cimento endodontico (Sliva et al. 2013; Zhou et al. 2015), esse material € composto por 2
componentes principais, sdo eles, uma mistura bioceramica tipo MTA e componentes
resinosos, aos quais sdo adicionados MTA, resina salicilato, resina natural, 6xido de
bismuto e silica. De acordo com o fabricante seu tempo de trabalho é de 23 minutos, e a
umidade no interior dos condutos € suficiente para iniciar a sua rea¢do de presa. Segundo
Silva et al. (2013), o MTA Fillapex apresenta uma severa citotoxicidade quando seu eluato
fresco é exposto as células. Os autores ressaltam também que essa citotoxicidade nao
diminui ao decorrer do tempo como ocorreu também nos estudos de Bin et al. (2012) e
Scelza et al. (2012). Para Silva et al. (2013), uma possivel explicagdo para o alto grau
citotoxico apresentado pelo material € a presenca de componentes toxicos, como resina

salicilato, resina diluente e silica na em sua composicao.

1.1.2 Bio C Sealer

O Bio C Sealer (Brasseler, Savannah, GA, EUA), € um material composto de
silicatos de calcio, oxido de zircénio, aluminato de calcio, 6xido de calcio, 6xido de ferro,
diéxido de silicio e agente de dispersdo. Para que sua reacdo de presa seja obtida, é
necessaria a presenca de agua. Segundo o fabricante, seu tempo de trabalho e de 60
minutos, e sua presa ocorre em 2 horas ap0s sua inser¢cao no canal. Para Zhou et al.
(2015), o pH elevado, sua caracteristica hidrofilica e difusdo ativa de ions célcio pelo
material podem ser relacionados aos relatos de sua atividade antimicrobiana. Assim como
0 MTA, o Bio C Sealer possui silicato de calcio em sua composicéo, que € um composto

biocompativel e reage com agua para formar uma fase de hidrato de silicato de calcio



durante a presa do material. Ainda segundo os autores, os estudos para a implementacao
de silicato de calcio na composi¢cao dos novos materiais, se fundamentam na busca de
cimentos com boa biocompatibilidade, com a capacidade de induzir a formacao de tecido
mineralizado e fornecer propriedades fisicas adequadas, dentre elas, a taxa de fluxo, a

capacidade de selamento, a manipulacéo e a reacdo de presa mais rapida.
1.1.3 Bio CION +

O Bio CION + (Angelus, Londrina, PR) é um cimento endodéntico a base de silicato
de calcio hidraulico (hCSS). Sua composicado também inclui silicato de calcio, silicato de
magneésio, polietilenoglicol, 6xido de zirconio, nanoparticulas de dioxido de silicio, sulfato
de potassio e sulfato de calcio hemi-hidratado. Esse material é apresentado em um
formato pré-misturado de pronto uso. Segundo o fabricante, sua presa ocorre dentro de

4 horas, e depende do nivel de umidade no interior do canal.

Os biomateriais a base de silicato de calcio, quando sofrem a reacao de dissolucao
e a liberacdo de seus principais componentes catiénicos (Ca2+), em contato com 0s
fluidos teciduais, geram um intercambio idnico que acarreta a formacdo de uma camada
mineral superficial. No estudo de Sanz et al (2021), a liberacdo de calcio foi maior nas
amostras de Bio C ION + do que de Bio C Sealer HiFlow apés 48 h de presa.
Essa diferenca de liberacdo de ions pode afetar na capacidade de selamento clinico.
Também segundo aos autores, as diferencas presentes na composi¢cdo do biomaterial
podem provocar interagdes ibnicas variadas com tecidos circundantes e respostas

celulares.



1.1.4 Total Fill

O Total Fill (FKG, La Chaux-de-Fonds, Suica) € um cimento endodontico
monofasico, que se apresenta em uma seringa Unica pré-misturada contendo em sua
formulacéo, silicatos de célcio, fosfato monobasico, 6xido de zirconio, 6xido de tantalo e
agentes espessantes (Jafari et al. 2017; Donnermeyer et al. 2018). Segundo o fabricante
material é antibacteriolégico durante a reacdo de presa, que leva 20 minutos para

acontecer, devido ao seu pH alcalino.

Xuereb et al. (2014) relata que esse material precisa entrar em contato com a
humidade presente no interior do canal para iniciar sua reacao de presa, e compara seu
tempo de presa ao MTA Fillapex, que também requer humidade para iniciar sua
polimerizagdo. Segundo o autor ambos os cimentos falharam em tomar presa quando em
meio seco, e apesar do tempo relatado por seus fabricantes, quando imersos em solugéo

fisiologica, s6 completaram a reacdo de presa total ap6s 19 horas.

O Toral Fill também ¢é distribuido com o0s seguintes nomes comerciais:
EndoSequence BC Sealer (BUSA, Savannah, USA) e iRoor ST (Innovative BioCeramix,

Vancouver, Canada).

1.1.5 AH Plus

O AH Plus (Dentsply, DeTrey GmbH, Konstanz, Alemanha) é considerado um
cimento obturador de padréo ouro, e por isso é usado frequentemente como material de
comparacdo em pesquisas endodonticas (Vertuan et al. 2018; Silva et al. 2020). Este

cimento é feito a base de resina epdxi e apresenta excelentes propriedades
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fisicoquimicas, biolégicas e antimicrobianas. Lopes & Siqueira (2020) afirmam que seu
comportamento histologico excelente e sua capacidade seladora apical, permitem um

selamento bioldgico pela deposicao de tecido cementoide.

O AH Plus é comercializado em dois tubos, dos quais o contetudo deve ser aplicado
sobre uma superficie lisa em partes iguais e manipulados até que se alcance uma
substancia homogénea. O primeiro tubo contém uma pasta composta por resina epoxi
bisfenol, tungstato de calcio, 6xido de zirconio, silica, pigmentos de Oxido de ferro; ja a
pasta do segundo tubo conte dibenzildiamina, aminodiamantana, triciclodecano, diamina,
tungstato de calcio, 6xido de zirconio, silica, silicone. E de acordo com o fabricante seu

tempo de trabalho é de 4 horas e sua presa ocorre em 8 horas.

Segundo o estudo de Silva et al. (2013), o AH Plus apresentou leve citotoxicidade
em condigBes frescas e ap0s 2 semanas tornou-se ndo citotoxico. Os autores levantam
a hipo6tese de que seja devido ao resultado da diminui¢do da lixiviacdo de substancias

toxicas presente nesta formulacéo.
1.1.6 Sealer Plus

O Sealer Plus (MKLife, Porto Alegre, RS), assim como o AH Plus, também é um
cimento endodbéntico a base de resina epoxi. Tem composi¢cdo similar ao AH Plus,
contendo preenchedores radiopacos, célcio, tungstato e 6xido de zircdnio. Entretanto a
maior diferenca entre esses dois materiais se encontra na presenca de hidréxido de calcio

na base e catalisador do Sealer Plus.



De acordo com o fabricante, o Sealer Plus € um material de facil manuseio, devido
a sua apresentacdo em uma seringa de corpo duplo, que despeja ao mesmo tempo as

porcdes necessarias para a mistura do material, e sua presa ocorre dentro de 2 a 3 horas.

Segundo Alves et al. (2020) o Sealer plus libera ions de célcio e apresenta pH
alcalino e quando comparado com o AH Plus, apresentou maior solubilidade, menor

radiopacidade e um pH mais alto

1.1.7 Sealer 26

O cimento endodéntico Sealer 26 (Dentsply, Petrépolis, Brazil), segundo Lopes &
Siqueira (2020), possui uma composic¢ao similar ao AH 26, que € um cimento a base de
resina epoxica, tendo como diferenca bésica a presenca de hidréxido de calcio em sua
composicao, e ndo prata. Siqueira (2000) relata acao antimicrobiana do Sealer 26,

porem quando comparado ao AH Plus, sua acéo antimicrobiana € inferior.

Kuga (2014) relata que o Sealer 26 é o cimento endoddntico mais usado
clinicamente no Brasil, a pesar da sua baixa radiopacidade. O autor afirma que a
diferenca de radiopacidade entre o cimento e o cone de gutta-persha, pode gerar
interpretacdes erradas da imagem radiografica levando a acreditar que o canal esta mal

preenchido.

Esse material se apresenta huma composi¢cdo de po e liquido que devem ser
misturados manualmente. O p6 é composto de tribxido de bismuto, hidroxido de calcio,
hexametileno tetramina, dioxido de titanio, e o liquido é epdxi bisfenol (Teixeira et al.
2020). Segundo o fabricante, na temperatura corporal o Sealer 26 toma presa apos 12

horas, mas em temperatura ambiente (23+2°C) ela ocorre por volta de 48 a 60 horas.
9



1.2 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DOS MATERIAIS OBTURADORES

Ao serem introduzidos nos canais radiculares, a fim de preencher todas as
irregularidades, os cimentos endoddnticos entram em contato com o0s tecidos
perirradiculares. (Zhou et al. 2015; e Vouzara et al. 2018), portanto, ddo destaque ao
principio da biocompatibilidade em seus estudos, afirmando que essa caracteristica & de
extrema importancia, uma vez que, ao final do tratamento, o resultado pode ser
influenciado pela resposta dos tecidos aos cimentos. Segundo Seo et al. (2019) os
cimentos endodénticos devem ser biocompativeis e ndo irritantes aos tecidos
perirradiculares. Quando apresentam boa biocompatibilidade, esses materiais se

mostram benéficos para auxiliar ou estimular o reparo de tecidos lesados.

Lopes & Siqueira (2020) afirmam que qualquer material que tenha como destino o
uso bioldgico ndo deve apresentar citotoxicidade. A guta-percha é bem tolerada pelos
tecidos circundantes, entretanto a maioria dos cimentos endoddnticos apresentam niveis
variados de citotoxicidade antes da presa, podendo perder essa propriedade ap6s seu
endurecimento. Para os autores, a biocompatibilidade de um cimento depende de seus

componentes, seu tempo de presa e sua solubilidade.

De acordo com Seo et al. (2019), o AH Plus é um material que apesar das
caracteristicas favoraveis, como a boa capacidade de penetracdo nas paredes
dentinarias e baixa microinfiltracdo, é citotoxico quando recém misturado. Os autores
relatam que apds a reacdo de presa a citotoxicidade diminui gradativamente. Entretanto,
guando em contato com os tecidos periapicais por longos periodos, pode acarretar uma

reacao inflamatoria levando a um retardo no processo de cicatrizacdo. Dessa forma, com
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0 objetivo de minimizar o problema da citotoxicidade, foram criados os selantes a base
de Silicato de Calcio. Entretanto estudos relataram estimulos lesivos provocados por
esses materiais, em maior ou menor grau (Silva et al. 2013;

Komabayashi et al. 2020; Zhou et al. 2015).

1.3 ESTUDOS COMPARATIVOS

O estudo de Silva et al. (2013), realizou o teste de citotoxicidade de acordo com 0s
padrdes da ISO 10993-5, para comparar os cimentos endodonticos AH Plus e MTA
Fillapex. Segundo os resultados obtidos pelo ensaio de metil-tiazolil-tetrazdlio (MTT), o
AH Plus foi moderadamente citotoxico em condi¢des frescas, moderadamente citotdxico
apos 1 semana, e ndo apresentou citotoxicidade apés 2 semanas. Por sua vez o MTA
Fillapex permaneceu intensamente citotoxico no decorrer de todo periodo experimental.
Portanto, com esse estudo foi possivel notar que o MTA Fillapex apresentou maior grau

de citotoxicidade quando comparado ao AH Plus em todo periodo testado.

Komabayashi et al. (2020), por sua vez, avaliou citotoxicidade do MTA em tecido
subcutaneo de ratos, in vivo. O estudo constatou que o material € citotoxico, quando
secdes histolégicas de tecido pulpar foram examinadas por microscopia de luz, nos
periodos de duas e sete semanas. No periodo de 7 dias, 0s tecidos apresentavam apenas

inflamac&o moderada, e no periodo de 30 dias, apresentavam inflamacéao leve.

Com base nas caracteristicas histoldégicas observadas nos tecidos, 0s autores sugeriram

que o MTA também é capaz de induz a biomineralizacao.
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O estudo de Zhou et al. (2015) comparou o MTA Fillapex e o Bio C Sealer quanto
a sua citotoxicidade, usando como controle o AH Plus. Para o estudo, foram usados
fibroblastos gengivais em cultura com varias concentracdes de extratos derivados do AH
Plus, MTA Fillapex e Bio C Sealer. Foi possivel perceber que em altas concentracdes de
extrato, o AH Plus fresco possuia uma forte toxicidade, entretanto, em uma diluicdo de
extrato de 1:128, seu efeito citotoxico reduziu em comparacdo com o controle. Nesse
estudo o MTA Fillapex apresentou citotoxicidade dependente da concentragao,
semelhante ao AH Plus, entretanto sua citotoxicidade foi reduzida para niveis de controle
quando o extrato foi diluido em uma concentracao de 1:8. O Bio C Sealer por sua vez,
apresentou uma toxicidade leve em altas concentra¢gbes de extrato, e ndo demonstrou
diferenca significativa quanto a viabilidade celular nas varias concentracdes do extrato.
Segundo os autores, as células incubadas com o extrato do Bio C Sealer apresentaram

maior viabilidade em todas as concentracées.

Sanz (2020) comparou o desempenho do Bio C ION+ com o Bio C Sealer
HiFlow, tendo o AH Plus como material de referéncia. De acordo com os autores, o Bio
C ION+ e 0 Bio C Sealer HiFlow apresentaram um alto teor de célcio e liberacéo de ibnica,
assim como outros cimentos a base de silicato de célcio, como BioRoot, MTA Fillapex,
Bio-C Sealer, e TotalFill. Em seu estudo, o Bio C ION+ apresentou uma maior liberacao
de ions que o Bio C Sealer HiFlow apds 48h de presa. Essa diferenca na liberacéo de
ions pode influenciar na capacidade de selamento do material. Quanto a viabilidade
celular, o estudo constatou similaridade entre os resultados obtidos do Bio C ION+ e do

Bio C Sealer HiFlow quando comparados com o grupo controle apés um periodo de 48h

de incubacdo. Os autores ressaltam o contraste entre evidéncias de estudos anteriores,
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onde foi relatado menor viabilidade celular, guando em contato com os eluatos de Bio C
Sealer HiFlow, em concentra¢gbes mais altas (diluicbes 1:4 versos
1:8; 1:16 versos 1:20), caracteristica essa, que reduziu significativamente de 24 para 72h

de incubacéo.

Silva et al. (2020) avaliou a citotoxicicade do Sealer Plus, tendo também o AH Plus
como padrao comparativo, utilizando fibroblastos gengivais. Segundo os resultados
obtidos a partir do ensaio de citotoxicidade (MTT), o AH Plus e Sealer Plus apresentaram
efeitos citotoxicos apos 24 horas e 1 semana de manipulacao, e ap0s 2 semanas ambos

0S cimentos se tornaram nao citotdxicos.

O estudo de Komabayashi et al. (2020) constatou que os selantes de resina como
um todo, possuem biocompatibilidade limitada quando ndo estdo em seu estado
endurecido. Nos ensaios de genotoxicidade em células de mamiferos, os selantes a base
de reina epOxi ndo endurecidos apresentaram mutacdo, os autores atribuiram isso ao
mondmero residual e ao formaldeido. Quando tomaram presa, 0s cimentos mostraram
resultados ambiguos quanto a genotoxicidade, e apos 24h nenhuma atividade genotoxica
foi constatada. Deve se ressaltar que o AH Plus possui uma composicdo modificada de
forma a néo liberar formaldeido. Komabayashi et al. (2020) também relata ter observado
altos niveis de inflamacéo em tecidos periapicais e subcutaneos apés o uso de cimentos

a base de resina epoxi.

Por sua vez o estudo de Kitagawa et al. (2021) que avaliou as caracteristicas
bactericidas de cimentos endodénticos capazes de liberar particulas poliméricas com

efeito antibacteriano de longo prazo, relatou que a pesar de suas particulas causarem
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100% de morte celular bacteriana, sua citotoxicidade para os tecidos nao era significante.
Indicando que as particulas liberadas pelos materiais e suas qualidades, tém importancia

relevante sobre seu desempenho no tratamento endodontico.

Até o momento, ndo foram encontrados na literatura estudos comparativos
abrangendo uma grande quantidade de cimentos com diferentes composicées no mesmo

experimento.

2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo avaliar o grau de citotoxicidade in vitro, de sete
cimentos endodonticos com diferentes composi¢cdes e fabricantes antes e depois do
endurecimento, utilizando células Sa0S2, a fim de determinar quais apresentam maior

biocompatibilidade.

2.1 JUSTIFICATIVA

Os cimentos endodénticos, quando ndo exercem um grau aceitavel de
biocompatibilidade com os tecidos, podem acarretar efeitos adversos locais ou
sistémicos, devido a liberacdo de seus componentes quimicos. Portanto, € imprescindivel
conhecer as qualidades e caracteristicas de um cimento endodontico para a sua selecao
e uso, de acordo com cada caso clinico, uma vez que podem causar ndo s6 danos ao
tecido circundante, mas também retardar o processo de cicatrizacdo. A maioria das

comparacgdes na literatura ndo abrange varios materiais nas mesmas condi¢des
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experimentais e ndo abordam os materiais em seu estado recém preparado (fresh).
Durante a reacdo de presa dos materiais, estes apresentam diferentes graus de
citotoxicidade. Quando o cimento endodoéntico é inserido no interior do canal, ele é levado
ainda em sua fase fresh, apresentando um grau de citotoxicidade diferente do que
apresentara apos endurecido. O presente estudo visa contribuir para a literatura,
avaliando os materiais tanto em sua fase recém preparada, quanto apos endurecida.
Além disso, alguns materiais mais recentes ainda carecem de mais avalia¢gdes quanto a

sua citotoxicidade.

3. MATERIAIS E METODOS
Cada experimento foi realizado em triplicata, com aliquotas de células e corpos de

prova de cimentos independentes.
3.1 PREPARO DOS MATERIAIS

Os seguintes cimentos foram utilizados neste experimento:
a) AH Plus

b) Sealer Plus
c) Sealer 26

d) Total Fill

e) MTA Fillapex

f) Bio C Sealer
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g) Bio C Sealer ION+

Os cimentos foram preparados segundo as orientacdes dos fabricantes e
colocados em moldes de silicone estéril para formar discos com 1 cm de didametro 1 mm
de altura segundo ISO 10993. O excesso de material foi removido da superficie do molde

com uma espatula 24 para que os discos ficassem uniformes.

3.2 PREPARO DO MEIO CONDICIONADO

Para preparacdo do meio condicionado, as pastilhas de material recém preparado
(fresh), em triplicada, foram removidas do molde imediatamente ap0s o preparo e
colocadas em uma placa de cultura com 24 pocos, onde foi imediatamente adicionado
1ml de meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) high glicose (4,5 g/L) suplementado
com 1% de penicilina/estreptomicina e incubadas na estufa a 37°C, 95% de umidade e
5% de COs2. As pastilhas de material (em triplicada) que tomaré&o presa por sete dias foram
armazenadas dentro dos proprios moldes em uma cama de gaze umedecida com agua

destilada, ambas estéreis, e colocadas na estufa a 37°C, 95% de umidade e 5% de COa-.

O periodo de 7 dias de presa foi determinado como o tempo necessario para que todos
0S materiais atingissem o estado sélido nas mesmas condi¢cdes. Apds este tempo, as
pastilhas foram colocadas em uma placa de cultura com 24 pocos em presenca de 1ml
de meio DMEM high glicose suplementado com 1% de penicilina/estreptomicina (PS).
Cada pastilha condicionou o meio durante 24h ou 7 dias, respectivamente. Os meios

condicionados foram armazenados em tubo eppendorfs e congelados a -20°C.
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3.3 CITOTOXICIDADE
3.3.1 Plaqueamento para ensaio de citotoxicidade

Para realizacdo do ensaio de citotoxicidade, as células SaO0S-2 (ATCC-HBT-85)
foram plaqueadas em uma densidade de 6x10*cel/cm? em meio DMEM high glicose com
15% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/streptomicina (PS). A incubacéo da placa foi
realizada por 24h na atmosfera umidificada a 37°C, 95% de umidade 5% de CO:2. Para
garantir a reprodutibilidade experimental, uma triplicata de poco foi plaqueada para cada
condicdo a ser testada segundo indicado no esquema da figura 1, usando uma placa de
96 pocos para cada material testado. As placas foram incubadas na estufa por 24 horas
a 37°C, 95% de umidade e 5% de CO:2 para que as células pudessem aderir a placa antes

de realizar a exposi¢cdo aos materiais.

3.3.2 Exposicao ao Meio

Com objetivo de realizar a exposicdo celular ao meio condicionado, este foi
descongelado e suplementado com 15 % de soro fetal bovino, como indicado no site da
ATCC para cultivo da célula SAOS-2-HTB-85. As Sa0S-2-HTB-85 segundo a ATCC, séo
células derivadas de osteosarcoma, que apresentam caracteristicas semelhantes as dos
odontoblastos humanos, e portanto podem ser usadas para fazer um link com as células
presentes nos tecidos perirradiculares. Apés, foram preparados para cada condi¢cao 350
pl em diluicbes seriadas, seguindo os padrdes preconizados pela 1SO 10993, como
mostrado na tabela abaixo (tabela 1). Em cada poco foi adicionado 50ul de meio

condicionado.
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Tabela 1 — Diluicdo seriada padrao 1SO

Diluicéo

Puro (350 ul)

1:2 (300 ul)

1:4 (300 ul)

1:8 (300 ul)

1:32 (300 ul)

1:128 (300 ul)

EXTRATO

350 pl

150 pl do puro

150 pl do 1:2

150 pl do 1:4

75 ul do 1:8

75 pl do 1:32

MEIO

(DMEM 15% SFB, 1% PS)

150 pl

150

150

150 + 75 pl

150 + 75 pl

Fonte — 1SO10993:2018
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Figura 1- Esquema da configuracéo das placas de cultura. C+ (controle de morte) onde as células SaOS2
foram expostas a um detergente, com o objetivo de provocar a morte celular. C- (controle de vida) onde as
células Sa0S-2 nao foram expostas ao meio condicionado. Puro, condi¢do onde as células Sa0OS-2 foram
expostas ao meio condicionado puro, ndo diluido. 1:2, 1:4, 1:32, 1:128, sao dilui¢cdes feitas do meio
condicionado, as quais as células SaOS-2 foram postas em contato. 1_Fresh 1 dia MC indica que o
cimento que condicionou o meio estava em sua fase recém preparada e condicionou 0 meio durante 24h.
1 Fresh 7 dias MC indica que o cimento em sua fase recém preparada condicionou 0 meio por um
periodo de 7 dias. 1_7dias 1 dia MC indica que o cimento ap6s presa de 7 dias condicionou 0 meio por
24h. 2_7 dias 7 dias MC indica que o cimento apos tomada de presa de 7 dias condicionou o meio por 7
dias.

3.3.3 Teste de citotoxicidade - MTT

A fim de avaliar a citotoxicidade, foi realizado o teste de metil-tiazolil-tetrazélio

(MTT). Este teste se baseia na reducdo operada pela atividade metabdlica das
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mitocondrias das células vivas, do sal de tetrazolio, em cristais de formazam. Apds a
reducdo, o sal que possui coloracdo amarela é transformado em cristais de coloracéo
roxa. Tais cristais sdo dissolvidos em um solvente organico, o dimetilsulfoxido (DMSO),
capaz de dissolver os cristais de formazan, para que as placas possam ser lidas no

espectrofotometro.

O espectrofotdbmetro realiza duas medi¢cdes em diferentes comprimentos de onda,
a primeira em 570 nm, onde se encontra o ponto de maior absorcao da cor roxa e outra
em 690 nm, onde nenhuma cor € absorvida (branco). A diferenca entre esses valores é
equivalente ao valor real de absorcdo da cor roxa. Isso se deve a possivel interferéncia
causada pelo material das placas (plastico) que pode absorver, mesmo de forma minima,

a luz, causando um pequeno desvio ao valor real medido a 570nm.

Para realizar o experimento, apés a exposicao das células ao material durante 24h,
uma solucéo de 0,5 mg/ml de MTT foi colocada em contato com a célula e incubada por
4h a 37°C, 5% de CO2. Em seguida, o MTT é removido e 50 pl de DMSO foram
adicionados a cada poco para realizar a dissolucdo dos cristais de formazan. Para evitar
possivel interferéncia na absorbancia devida a resquicios de material presente no poco,
o DMSO foi transferido para placas novas e limpas. As placas foram inseridas no
espectrofotdmetro e foi realizada a leitura da absorbancia em 570 nm e em 690 nm.

Quanto maior o valor da absorbéancia, mais células vivas estardo presentes.

4. RESULTADOS
Para avaliar a citotoxicidade dos cimentos antes e depois da presa, foi realizado

um ensaio de MTT apoés a exposicao das células ao meio condicionado pelos diferentes
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cimentos endodénticos (recém preparados [fresh] ou endurecidos durante 7 dias),
coletado apos 24h e, apds da substituicdo do meio com meio fresco, por mais 7 dias, puro

ou preparado em diluicdes seriadas, segundo descrito em Materiais e Métodos.

O Bio C Sealer induziu toxicidade celular apenas na condicéo de fresh puro com
um dia de condicionamento do meio (Figura 2), enquanto o O Bio C lon+ induziu
citotoxicidade quando em sua condi¢cdo fresh puro e na diluicdo 1:2 (Figura 3). Para

ambos os cimentos as demais condi¢cdes ndo apresentaram toxicidade (Figura 2 e 3).

Bio C sealer
200
150 % T I
P 1 ¢ 3 4: 1 Fresh 1d
= & I 1 > 4
Rl B e e et
S i 4
| 7DIAS 7d
50 | o
- =C-

Puro 1:2 1:4 1:8 1:32 1:128
Dilution

Figura 2: Gréfico de citotoxicidade relacionado ao cimento Bio C Sealer. A imagem apresenta 0s
resultados obtidos no ensaio de MTT. C+ (controle de morte) — condigdo onde as células SaOS-2 foram
expostas ao detergente. C- (controle de vida) — Condi¢ao onde as células SaOS-2 ndo foram expostas ao
meio condicionado. Fresh 1d — Condi¢do em que as células SaOS-2 foram expostas ao meio
condicionado por 1 dia pelo cimento em sua fase recém preparada. Fresh 7d — Condicdo em que as
células Sa0OS-2 foram expostas ao meio condicionado por 7 dias pelo cimento em sua fase recém
preparada. 7DIAS 1d — Condicdo em que as células SaOS-2 foram expostas ao meio condicionado 1 dia
pelo cimento em sua fase apds a presa de 7 dias. 7DIAS 7d — Condi¢cao em que as células SaOS-2 foram
expostas ao meio condicionado 7 dias pelo cimento em sua fase apds a tomada de presa de 7 dia.
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Figura 3: Grafico de citotoxicidade relacionado ao cimento Bio C Sealer lon+. A imagem apresenta 0s
resultados obtidos no ensaio de MTT. C+ (controle de morte) — condicdo onde as células Sa0OS-2 foram
expostas ao detergente. C- (controle de vida) — Condi¢éo onde as células SaOS-2 ndo foram expostas ao
meio condicionado. Fresh 1d — Condi¢do em que as células SaOS-2 foram expostas ao meio
condicionado por 1 dia pelo cimento em sua fase recém preparada. Fresh 7d — Condi¢cdo em que as
células Sa0S-2 foram expostas ao meio condicionado por 7 dias pelo cimento em sua fase recém
preparada. 7DIAS 1d — Condi¢@o em que as células SaOS-2 foram expostas ao meio condicionado 1 dia
pelo cimento em sua fase ap6s a presa de 7 dias. 7DIAS 7d — Condicdo em que as células SaOS-2 foram
expostas ao meio condicionado 7 dias pelo cimento em sua fase apds a tomada de presa de 7 dia.

As células expostas ao meio condicionado pelo Total Fill apresentaram uma baixa
da vitalidade celular estatisticamente significativa apos a exposicdo ao meio condicionado

em sua forma fresh durante 24h, puro e na diluicdo de 1:2 (Figura 4).

O AH Plus em sua forma fresh, apos 24h de exposi¢cdo ao meio condicionado,
induziu mortalidade celular estatisticamente significativa (p<0,05) em sua condi¢ao pura
e nas diluigbes 1:2, 1:4, 1:8. Nesse estudo os dados foram submetidos ao teste t, onde o

valor de p considerado foi menor que 0,05. Nenhuma toxicidade foi encontrada a partir da
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concentracdo de 1:32 e ap0s a exposi¢do do meio condicionado fresh condicionado por

7 dias e ao meio condicionado pelo cimento endurecido por 24h ou 7 dias (Figura 5).

Total fill
200
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> T I % j —e—Fresh 1d
= i - -
= » . Fresh 7d
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0

Puro 1:2 1:4 1:8 1:32 1:128
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Figura 4: Grafico de citotoxicidade relacionado ao cimento Total Fill. A imagem apresenta os resultados
obtidos no ensaio de MTT. C+ (controle de morte) — condi¢cdo onde as células SaOS-2 foram expostas ao
detergente. C- (controle de vida) — Condicao onde as células SaOS-2 ndo foram expostas ao meio
condicionado. Fresh 1d — Condi¢éo em que as células Sa0OS-2 foram expostas ao meio condicionado por
1 dia pelo cimento em sua fase recém preparada. Fresh 7d — Condi¢do em que as células Sa0S-2 foram
expostas ao meio condicionado por 7 dias pelo cimento em sua fase recém preparada. 7DIAS 1d —
Condigdo em que as células SaOS-2 foram expostas ao meio condicionado 1 dia pelo cimento em sua
fase apds a presa de 7 dias. 7DIAS 7d — Condi¢do em que as células Sa0OS-2 foram expostas ao meio
condicionado 7 dias pelo cimento em sua fase apds a tomada de presa de 7 dia.
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Figura 5: Grafico de citotoxicidade relacionado ao cimento AH Plus. A imagem apresenta os resultados
obtidos no ensaio de MTT. C+ (controle de morte) — condi¢cdo onde as células SaOS-2 foram expostas ao
detergente. C- (controle de vida) — Condicdo onde as células Sa0S-2 ndo foram expostas ao meio
condicionado. Fresh 1d — Condi¢éo em que as células Sa0OS-2 foram expostas ao meio condicionado por
1 dia pelo cimento em sua fase recém preparada. Fresh 7d — Condi¢do em que as células Sa0OS-2 foram
expostas ao meio condicionado por 7 dias pelo cimento em sua fase recém preparada. 7DIAS 1d —
Condigdo em que as células SaOS-2 foram expostas ao meio condicionado 1 dia pelo cimento em sua
fase apods a presa de 7 dias. 7DIAS 7d — Condi¢éo em que as células SaOS-2 foram expostas ao meio
condicionado 7 dias pelo cimento em sua fase ap6s a tomada de presa de 7 dia.

O Sealer Plus causou diminuigéo da vitalidade celular estatisticamente significante
na condicdo fresh e endurecido apds exposicdo ao meio condicionado durante 24h
(Figura 6, linha azul e linha cinza), que reduziu de forma diretamente proporcional com o
aumento das diluicées. Apds exposicao das células ao meio condicionado por 1 dia, o

material também apresentou maior citotoxicidade comparada com o condicionamento de

7 dias (Figura 6). As diluicbes de 1:32 e 1:128 ndo apresentam citotoxicidade significativa.

No estudo para um dado ser considerado biologicamente significativo a diferenca com o
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controle de vida (C+) deve ser maior que 20% e para ser considerado estatisticamente
significativo p<0,05. A exposicao do meio condicionado com cimento durante 7 dias, tanto
fresh quanto endurecido s6 apresentou uma toxicidade significativa para células na

condigéo de puro (Figura 6, linha amarela e laranja).
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Figura 6: Grafico de citotoxicidade relacionado ao cimento Sealer Plus. A imagem apresenta os resultados
obtidos no ensaio de MTT. C+ (controle de morte) — condigdo onde as células SaOS-2 foram expostas ao
detergente. C- (controle de vida) — Condicao onde as células SaOS-2 ndo foram expostas ao meio
condicionado. Fresh 1d — Condi¢édo em que as células SaOS-2 foram expostas ao meio condicionado por
1 dia pelo cimento em sua fase recém preparada. Fresh 7d — Condi¢cao em que as células SaOS-2 foram
expostas ao meio condicionado por 7 dias pelo cimento em sua fase recém preparada. 7DIAS 1d —
Condigdo em que as células SaOS-2 foram expostas ao meio condicionado 1 dia pelo cimento em sua
fase apds a presa de 7 dias. 7DIAS 7d — Condigdo em que as células Sa0OS-2 foram expostas ao meio
condicionado 7 dias pelo cimento em sua fase ap6s a tomada de presa de 7 dia.

A exposicao ao meio condicionado durante 1 e 7 dias pelo cimento Sealer 26 em
sua forma fresh apresentou um aumento da citotoxicidade estatisticamente significante

(p<0,05) na diluicéo 1:2, 1:4 e 1:8 (Figura 7, linha azul e laranja). Nas diluicbes 1:32 e
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1:128 o cimento Sealer 26 foi toxico apenas apods o condicionamento de 1 dia enquanto

nao apresentou diferenca na viabilidade celular apés condicionamento de 7 dias.

Apo6s o condicionamento de 1 dia com cimento endurecido puro e em 1:2, foi
possivel observar toxicidade celular que ndo aconteceu apds a exposicdo ao meio
condicionado 7 dias pelo cimento endurecido. Além disso, nas diluicdes 1:32 e 1:128 0
meio condicionado 7 dias pelo cimento endurecido induziu um aumento da absorbancia
guando comparado ao controle negativo. Entretanto, ndo € possivel afirmar que o material
induziu a proliferacdo celular com base no estudo de MTT, uma vez que o principio do
ensaio nao permite discriminar se o aumento de absorbéancia corresponde a um aumento
do numero de células, da respiracdo celular ou apenas a uma interferéncia do tipo de

material.

O MTA Fillapex em todas as suas formas testadas apresentou na exposicado das
células ao meio condicionado pelo cimento puro, uma toxicidade marcante e
estatisticamente significante (p<0,05), que diminuiu de forma diretamente proporcional
conforme aumentaram as diluigdes, até ndo apresentar toxicidade nas diluicdes 1:32 e

1:128 (Figura 8).
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Figura 7: Grafico de citotoxicidade relacionado ao cimento Sealer 26. A imagem apresenta os resultados
obtidos no ensaio de MTT. C+ (controle de morte) — condi¢cdo onde as células SaOS-2 foram expostas ao
detergente. C- (controle de vida) — Condicao onde as células SaOS-2 ndo foram expostas ao meio
condicionado. Fresh 1d — Condi¢éo em que as células Sa0OS-2 foram expostas ao meio condicionado por
1 dia pelo cimento em sua fase recém preparada. Fresh 7d — Condi¢cdo em que as células Sa0S-2 foram
expostas ao meio condicionado por 7 dias pelo cimento em sua fase recém preparada. 7DIAS 1d —
Condigdo em que as células SaOS-2 foram expostas ao meio condicionado 1 dia pelo cimento em sua
fase apods a presa de 7 dias. 7DIAS 7d — Condi¢éo em que as células SaOS-2 foram expostas ao meio
condicionado 7 dias pelo cimento em sua fase ap6s a tomada de presa de 7 dia.
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Figura 8: Grafico de citotoxicidade relacionado ao cimento MTA. A imagem apresenta os resultados
obtidos no ensaio de MTT. C+ (controle de morte) — condi¢cdo onde as células SaOS-2 foram expostas ao
detergente. C- (controle de vida) — Condicao onde as células SaOS-2 ndo foram expostas ao meio
condicionado. Fresh 1d — Condi¢do em que as células SaOS-2 foram expostas ao meio condicionado por
1 dia pelo cimento em sua fase recém preparada. Fresh 7d — Condi¢cdo em que as células Sa0S-2 foram
expostas ao meio condicionado por 7 dias pelo cimento em sua fase recém preparada. 7DIAS 1d —
Condigdo em que as células SaOS-2 foram expostas ao meio condicionado 1 dia pelo cimento em sua
fase apds a presa de 7 dias. 7DIAS 7d — Condi¢do em que as células Sa0OS-2 foram expostas ao meio
condicionado 7 dias pelo cimento em sua fase ap6s a tomada de presa de 7 dia.

Para avaliar a significancia das diferencas obtidas no ensaio de MTT, os dados
foram submetidos ao teste t comparando cada condi¢cdo com o controle (células sem
exposicdo ao meio condicionado pelos cimentos). Para um dado ser considerado
biologicamente significativo nesse estudo, é preciso apresentar uma diferenca com o

grupo controle maior que 20% e um p value < 0.05.
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Os dados estatisticos obtidos na comparacéo de cada condigcdo com o controle
foram resumidos nas tabelas de 1 a 4, onde em destaque (amarelo) estao as diferencas

estatisticamente significantes.

Tabela 2: Dados estatisticos na condicao fresh 1 dia de exposicdo. A tabela apresenta os resultados do
teste T, onde cada condicdo foi comparada com o controle negativo (controle de vida). Os resultados
estatisticamente significativos (p<0,05) estdo marcadas com asterisco.

Fresh 1d
Bio C sealer |Bio Csealerion+ |Sealer Plus |Total fill |AH plus MTA Sealer 26
PURO 0,02%* 0,00001* 0,001* 0,01%* 0,0002* | 0,0001*| 0,005*
1:2 0,8 0,00001* 0,0006* 0,4 0,0002* | 0,0001*| 0,007*
1:4 0,4 0,4 0,001* 0,9 0,0002* | 0,0001*| 0,02*
1:8 0,07 0,9 0,004* 0,3 0,000008* 0,06 0,01*
1:32 0,055 0,6 0,01* 0,2 0,8 0,8 0,0503
1:128 0,1 0,003 0,2 0,2 0,1 0,7 0,01%*
Fresh 1d
Sealer 26
MTA
AH plus
Total fill
Sealer Plus
Bio C sealer ion+ I
Bio C sealer -
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

EpyrOo ®01:128 01:32 01:08 01:04 ®01:02
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Figura 9: Representacédo em grafico da tabela 2

Tabela 3: Dados estatisticos na condicdo fresh 7 dias de exposigdo. A tabela apresenta os resultados do
teste T, onde cada condi¢do foi comparada com o controle negativo (controle de vida). Os resultados
estatisticamente significativos (p<0,05) estdo marcadas com asterisco.

Fresh 7d
Bio Csealer |Bio Csealerion+ |[Sealer Plus Totalfill |AH plus |MTA Sealer 26
PURO 0,5 0,07 0,06 0,2 0,04* 0,00006* 0,052
1:2 0,02* 0,04* 0,8 0,1 0,9 0,00003* | 0,02*
1:4 0,003* 0,002* 0,8 0,08 0,04* 0,0007* 0,9
1:8 0,01* 0,02%* 0.1 01 0,003* 0,0009* 01
1:32 0,03* 0,3 0,9 0,2 0,6 0,9 0,5
1:128 0,1 0,1 0,7 0,3 0,1 0,8 0,1
Fresh 7d
[ —
Sealer 26
MTA
AH plus f—
e
Total fill
—
Sealer Plus
[ .
Bio C sealer ion+
—
Bio C sealer
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

HpyrO ®01:128 01:32 01:08 ®01:04 ®01:02

Figura 10: Representacédo em gréafico da tabela 3.
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Tabela 4: Dados estatisticos na condicao 7dias de presa 1 dia de exposi¢ao. A tabela apresenta os
resultados do teste T, onde cada condig&o foi comparada com o controle negativo (controle de vida). Os
resultados estatisticamente significativos (p<0,05) estdo marcadas com asterisco.

7 DIAS 1d
Bio Csealer |Bio Csealerion+ |Sealer Plus Total fill |AH plus |MTA Sealer 26
PURO 0,002* 0,01* 0,0004* 0,2 0,1 0,00005* | 0,006*
1:2 0,003* 0,057 0,001* 0,3 0,2 0,0001* 0,07
1:4 0,02* 0,3 0,01* 0,5 0,8 0,0001* 0,1
1:8 0,008* 03 0,0052 0,5 0,7 0,02 | 0,02
1:32 0,008* 0,0007* 0,1 0,3 0,3 0,3 0,1
1:128 0,009* 0,02* 0,1 0,4 0,5 0,6 0,08
7 Dias 1d
Sealer 26
MTA
AH plus —
Total fill
Sealer Plus
Bio C sealer ion+
Bio C sealer
0 0.1 0.2 0.3 04 0,5 0,6 0,70,8
mPURO mO01:128 wmO01:32 m01:08 m01:04 @1:02
0,9

Figura 11: Representagdo em gréfico da tabela 4.
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Tabela 5: Dados estatisticos na condicao 7dias de presa 7 dias de exposicdo. A tabela apresenta os
resultados do teste T, onde cada condicdo foi comparada com o controle negativo (controle de vida). Os

resultados estatisticamente significativos (p<0,05) estdo marcadas com asterisco.

7 DIAS 7d
Bio Csealer |Bio Csealerion+ |Sealer Plus Total fill |AH plus |MTA Sealer 26
PURO 0,02* 0,3 0,01* 0,5 0,8 0,0001* 0,1
1:2 0,008* 0,3 0,052 0,5 0,7 0,02* 0,02*
1:4 0,03* 0,04* 0,3 0,9 0,8 0,00007*| 0,057
1:8 0,1 0,005* 0,1 0,7 0,5 0,005* 0,06
1:32 0,1 0,008* 0,3 0,7 0,9 0,4 0,1
1:128 0,01* 0,003* 0,07 0,9 0,8 0,4 0,1
7 Dias 1d
Sealer 26
MTA
AH plus ——
Total fill
Sealer Plus
Bio C sealer ion+
Bio C sealer
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0,6 0,70,8
EPURO m01:128 01:32 01:08 m01:04 @a:02
0,9
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Figura 12: Representagdo em grafico da tabela 5.

Ao avaliar a coloragdo do meio presente nos tubos eppendorfs é possivel
determinar o pH presente nesse meio, isso porque, segundo as especificacdes do
fabricante (MegaCell™), o meio DMEM possui um agente de coloracédo para esse fim.
Quando o pH esta basico o meio apresenta uma coloragéo rosa mais intensa, quando o

pH est4 4cido o meio perde sua tonalidade rosa e tende para o amarelo.

E possivel observar que os extratos dos cimentos que tomaram presa por 7 dias
apresentaram pH mais basico quando comparados com os extratos dos cimentos fresh.
Dentre os cimentos avaliados o Sealer 26 apresentou 0sS meios mais acidos,
principalmente em suas condigdes fresh com 24h e 7 dias de condicionamento do meio.
O Bio C Sealer por sua vez apresentou 0s meios mais basicos como pode ser observado

na figura a baixo.
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Figura 13: Meios condicionados armazenados em eppendorfs. Fr 1d — Meio condicionado por 1 dia pelo
cimento em sua fase recém preparada. Fr 7d — Meio condicionado por 7 dias pelo cimento em sua fase

recém preparada. 7d 1d — Meio condicionado 1 dia pelo cimento em sua fase ap6s a presa de 7 dias. 7d
7d — Meio condicionado 7 dias pelo cimento em sua fase apés a tomada de presa de 7 dia.
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5. DISCUSSAO
Os resultados obtidos dos testes de MTT indicaram que a citotoxicidade é
dependente da concentracéo, isto €, conforme o extrato € diluido, o indice de morte das
células também diminui para alguns cimentos. Além disso, também foi possivel observar
que a condi¢do fresh com um dia de exposicdo, em todos os materiais testados, se
mostrou mais citotoxica quando comparada com as outras condi¢cdes, principalmente com

aguelas de 7 dias de presa.

Segundo Ahlberg (1998), a biocompatibilidade de qualquer sistema polimérico é
extremamente dependente das biocaracteristicas do seu mondémero. Omurlu e
colaboradores (2016) também comentaram sobre a citotoxicidade dos monémeros
presentes nos cimentos endodénticos, dando destaque aos cimentos resinosos que, além
de terem sua biocompatibilidade afetada, também sofrem com a perda de adesdo aos
tecidos dentéarios, podendo levar a microinfiltracdo. Ainda afirmam que a presenca de
mondmero residual, resultado da transformacao incompleta de monédmeros em polimero,
pode causar irritacdo, inflamacdo e reacfes alérgicas a mucosa oral, além de serem
citotdxicos, genotdxicos e mutagénicos. Portanto, com base no que foi observado, a
hipétese para explicar a maior citotoxicidade na condicéo fresh dos materiais testados é
de que essa resposta celular é causada devido a maior presenca de componentes livres

na formulagéo que nesta fase ainda ndo reagiram entre si completamente.

Quando inseridos no interior do canal radicular, os cimentos endoddnticos estao
em sua forma fresh. Esses materiais entram em contato com tecidos vivos (polpa apical
e/ou ligamento periodontal) na regido do forame apical e em ocasionais canais laterais e

ramificagbes. Além disso, se extravasados, podem afetar uma area muito maior dos
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tecidos perirradiculares (ligamento periodontal e osso alveolar). Desse modo, no
momento da obturacdo, esses materiais tém maior potencial de agressdo aos tecidos
perirradiculares, diminuindo ou perdendo essa capacidade conforme a reacédo de presa

vai ocorrendo.

Prillage (2016) ressalta que tempo de presa dos cimentos endoddnticos depende
de seus componentes constituintes, do tamanho de suas particulas, temperatura e
umidade do ambiente. Materiais hidraulicos como o MTA podem n&o tomar presa mesmo
ap0s uma semana, se nao estiverem em meio Umido. Para garantir que os materiais
alcancassem a sua reacdo de presa, o tempo estipulado neste estudo foi de 7 dias em

meio umido, para simular a umidade presente no interior dos canais.

Apbs a reacdo de presa, segundo Lopes & Siqueira (2020) ocorre uma diminuicao
da quantidade de componentes livres nos materiais. No presente estudo, foi possivel
observar que apds o periodo de 7 dias, houve o aumento da vitalidade celular em todos
0s cimentos, com excecdo do MTA Fillapex, indicando que houve uma diminuicdo da

citotoxicidade para a maioria.

Dentre os materiais testados, o MTA Fillapex foi o0 mais citotdéxico, provocando
morte celular tanto em sua fase fresh, como apés 7 dias. O estudo realizado por Almeida
e colaboradores (2020) também relatou citotoxicidade do MTA Fillapex durante todo
periodo testado e especularam que isso pode ter sido devido principalmente aos
componentes salicilato, resina diluida e silica, presentes em sua composi¢éo. Os autores
também comentam que de acordo com a quantidade de material extravasado para 0s

tecidos perirradiculares durante a obturacdo, pode haver comprometimento do reparo
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tecidual.

Entretanto, um estudo de follow-up de Ricucci et al. (2016) avaliou 105 dentes com
extrusdo apical de material obturador, tratados pelo mesmo operador, com diferentes
cimentos endoddnticos, a base de resina epoxi, hidroxido de calcio e 6xido de
zinco/eugenol, com exames de acompanhamento variando de 1 a 30 anos. Dentre os
dentes avaliados, 75 apresentavam lesdes perirradiculares no momento do tratamento,
conforme determinado radiograficamente, e 30 apresentavam normalidade dos tecidos
apicais. Como resultado do estudo, todos os dentes que né&o apresentavam lesao
perirradicular permaneceram sem doenca, independentemente do tipo de cimento
extravasado. Por outro lado, dos que apresentavam lesdo perirradicular antes do
tratamento (canais infectados), 79% foram caracterizados como reparados ap0s um
periodo superior a 4 anos de acompanhamento. Os autores concluiram que o resultado
do tratamento ndo é significativamente afetado pelo tipo de cimento extruido, contanto

gue os canais radiculares estejam tratados adequadamente.

Por sua vez, o estudo de Chybowski et al. (2018) acompanhou 307 dentes tratados
com Bio C sealer tratados em consulta Gnica. A taxa de sucesso geral foi de 90,9%, com
83,1% reparados, 7,8% cicatrizado e 9,1% nao reparados. No geral, 47% dos dentes
tratados apresentaram radiograficamente extravasamento de cimento. Porém, os autores
relataram ndo haver diferenca significativa de sucesso entre a presenca ou auséncia de
extrusdo de cimento no pds-operatorio. Os autores concluiram que no periodo avaliado
de 12 meses a taxa de sucesso do tratamento com

Bio C sealer foi de 90.9%.
Nagar et al (2018) avaliaram os cimentos endodoénticos a base de resina epoéxi
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(AH Plus), MTA (ProRoot MTA), 6xido de zinco/eugenol (Septodont), e bioceramico
(Smartpaste Bio) nos periodos de 1, 3 e 6 meses ap0ds obturacdo, quanto a presenca de
dor, sensibilidade a percusséo, inchaco e mobilidade. Os autores concluiram que o
bioceramico apresentou maior eficacia no tratamento, seguido pelo MTA, AH Plus e oxido

de zinco/eugenol.

Ao realizar a analise dos pocos das placas de Petri no microscépio, foi notavel a
presenca de particulas de cimento endoddntico no extrato. Nos experimentos com Bio C
Sealer, Bio C ion+ e Total Fill, principalmente em sua condi¢éo pura de fresh 1 dia, essas
particulas estavam presentes em grande quantidade. Os tamanhos das particulas
também podem influir no indice de morte celular, uma vez que particulas pequenas
podem atravessar a membrana celular e sufocar as células ao se alojarem nas
mitocondrias, enquanto particulas maiores sao grandes demais para adentrarem no
citoplasma, como as grandes particulas presentes no caso do Total Fill e do Bio C Sealer.
Quando comparado com os resultados do MTT, os pocos da condicao fresh 1 dia puro
dos trés cimentos, aqueles que possuiam particulas maiores tiveram um indice maior de

vitalidade que o cimento que apresentou particulas menores, no caso o Bio C lon+.

Bio C Saler Bio C fon + Total Fill
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Figura 14: Microscopia. Imagens dos pogos no microscopio da condicdo fresh 1 dia puro do Bio C Sealer,
Bio C lon + e Total fill. Nas imagens estéo presentes 0s poc¢os, do Bio C Sealer, Bio C Sealer lon + e Total
Fill, onde ac células SaOS-2 foram expostas ao meio condicionado por um dia com o cimento fresh.
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O estudo realizado ndo é suficiente para avaliar se os materiais induzem a
proliferacéao celular, uma vez que os materiais podem induzir o aumento da formacao de
mitocondrias nas células, fazendo com que reaja no teste de MTT. Sendo assim, néo é
possivel afirmar com certeza se houve aumento do nimero de células ou do numero de

mitocondrias.

6. CONCLUSAO

Em todos os materiais avaliados, a forma fresh apresentou maior citotoxicidade,
indicando que os cimentos endoddnticos podem ser mais agressivos aos tecidos
perirradiculares nas primeiras horas ou dias seguintes a obturacdo. Com o passar do
tempo, conforme ocorre a reacdo de presa, a grande maioria tem toxicidade
significativamente diminuida ou perdida, sem potencial de influenciar o sucesso do
tratamento endodéntico. No presente estudo foi possivel observar que o MTT apresentou
maior citotoxicidade quando comparado aos outros cimentos, pois em todas as suas
condicoes (fresh e apos a presa, com 24h e 7dias de exposi¢cdo ao meio condicionado)
apresentou valores consideraveis de mortalidade celular. Além disso, também foi possivel
notar que o Bio C Sealer ion + se mostrou mais citotéxico que o Bio C Sealer, com as
imagens da microscopia podemos correlacionar esses resultados ao tamanho das
particulas. O Bio C Sealer ion + apresenta particulas menores que o Bio C Sealer. Suas

particulas menores podem influir no aumento da mortalidade celular.
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Devido ao ensaio de MTT nédo ser sensivel para avaliar a capacidade dos cimentos
endodonticos de estimularem a proliferacédo celular, mais estudos devem ser realizados

nesse sentido, visto que alguns gréaficos indicam maior atividade mitocondrial.
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