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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades biologicas dos cimentos
endodoénticos bioceramicos Sealer Plus BC e MTA Fillapex, e dos cimentos a base
de resina epoxi Sealer Plus e AH Plus em cultura de células-tronco da papila
dentaria humana. Os cimentos foram manipulados e colocados em contato com
meio de cultura para confec¢édo de extratos na concentracdo de 10%. Foi utilizado o
meio de cultura DMEM como controle negativo. Foram realizados ensaios de MTT e
SRB para avaliar a viabilidade celular, o ensaio de Scratch para avaliar a taxa de
migragao celular. Para avaliar a bioatividade dos cimentos, foi avaliada a atividade
enzimatica da Fosfatase Alcalina (ALP), considerando um marcador odontoblastico e
osteoblastico, e a coloracdo de Alizarin Red (ALZ), o qual identifica depdsitos de
calcio na cultura celular. Todos os resultados obtidos foram paramétricos, sendo
utilizado o teste One-way ANOVA e post hoc de Tukey e o teste T, por meio do
software GraphPadPrism 5 (GraphPad Software, 2012), sendo considerado o nivel
de significancia de 5%. Todos os cimentos estudados apresentaram viabilidade
celular para os testes de MTT e SRB. Para o ensaio de migracdo celular, os
cimentos Sealer Plus BC e MTA Fillapex obtiveram o completo fechamento da ferida
no periodo de 48h, o Sealer Plus e o AH Plus ndo obtiveram o fechamento nas 72h
de estudo, com alteracdo da morfologia celular para o AH Plus. Para os resultados
de bioatividade, o ensaio de ALP mostrou que no periodo experimental de 24h, o
Sealer Plus e o0 MTA Fillapex apresentaram valores significativamente menores em
relacdo ao controle, no periodo de 7 dias, apenas o Sealer Plus apresentou uma
menor bioatividade que o controle e aos 14 dias, todos os materiais estudados foram
semelhantes ao controle, o ensaio de ALZ mostrou presenca de ndédulos
mineralizados em todos os cimentos, sem formacdo para o grupo controle. Em
conclusédo, todos os materiais foram viaveis e apresentaram resposta positiva em
relacdo a bioatividade, com destaque para o Sealer Plus BC. A taxa de migragéo

celular foi maior para os cimentos Sealer Plus BC e MTA Fillapex.

Palavras-chave: Biocompatibilidade. Cultura de células. Endodontia. Migragéo

celular. Viabilidade celular.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the biological properties of the bioceramic endodontics
sealers Sealer Plus BC and MTA Fillapex and of epoxy-resin based sealers Sealer
Plus and AH Plus in cell culture of the dental apical papilla. The sealers were
manipulated and placed in contact with culture medium for preparation of extract at
10% concentration. The DMEM culture medium was used as the negative control.
MTT and SRB assays were performed to evaluate the cell viability, the Scratch assay
to evaluate the rate of cell migration. To evaluate the sealers bioactivity, the
enzymatic activity of alkaline phosphatase (ALP) was used, considering an
odontoblastic and osteoblastic marker, and coloration of Alizarin Red (ALZ), which
identifies deposits of calcium and phosphatase in the cell culture. All the results
obtained were parametric, using One-way ANOVA and post-hoc the Tukey test and
T-test, using the GraphPadPrism 5 software (GraphPad Software, 2012), it was
considered the level of significance of 5%. All the studied materials presented cell
viability for the MTT and SRB tests. For the cell migration assay, Sealer Plus BC and
MTA Fillapex sealers obtained complete wound closure within 48 hours, Sealer Plus
and AH Plus did not obtain closure within 72 hours of study, with alteration of cellular
morphology for AH Plus. For the bioactivity results, the ALP assay showed in the 24
hour experimental period, Sealer Plus and MTA Fillapex showed significantly lower
values in relation to the control, in the period of 7 days, only Sealer Plus presented a
lower bioactivity then the control and at 14 days, all the sealers studied were similar
to the control group. The ALZ assay showed the presence of mineralized nodules in
all sealers, with no formation for the control group. In conclusion, all materials were
viable and presented a positive response concerning bioactivity, with emphasis on
Sealer Plus BC. The cell migration rate was higher for Sealer Plus BC and MTA

Fillapex sealers.

Key-words: Biocompatibility. Cell culture. Cell viability. Cell migration. Endodontics.
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

Com a evolucdo da Odontologia, os materiais vém se aprimorando cada vez
mais. Diante disso, os cimentos a base de silicato de calcio, denominados
bioceramicos, vém sendo utilizados na Endodontia visando boas propriedades
biolégicas, além das fisico-quimicas e mecéanicas, ideais para obturacdo do sistema
de canais radiculares (1) e como cimento reparador na cirurgia paraendodontica,
recobrimento pulpar e tratamento de perfuracbes (2, 3). Desse modo, novos
cimentos bioceramicos estéo sendo langados no mercado.

Na Endodontia, os materiais bioceramicos apresentam propriedades como pH
alcalino, atividade antibacteriana, radiopacidade, biocompatibilidade, baixa
citotoxicidade, ndo sofrem contracdo volumétrica, sdo quimicamente estaveis e
possuem facilidade de manuseio (4). O diferencial deste material € a sua
bioatividade, ou seja, é capaz de interagir com tecidos vivos, resultando na formacéo
de uma camada de apatita e biomineralizacdo na interface material-tecido (4, 5).

O Sealer Plus BC (MK Life, Porto Alegre, RS, Brazil) € um cimento
bioceramico, recentemente lancado no mercado, sendo uma mistura pronta, em
pasta. Sua composicdo consiste em silicato tri-célcico, silicato di-calcico, 6xido de
zircbnio, hidroxido de célcio e propilenoglicol. Segundo o fabricante, € um cimento
insoltvel, radiopaco, altamente hidrofilico, alcalino, com excelente fluidez e
escoamento e possui facil manipulacdo. Em um estudo recente para avaliar suas
propriedades fisico-quimicas, o Sealer Plus BC mostrou maior pH e maior liberacao
de ions calcio do que o cimento AH Plus; entretanto, o tempo de presa final, o
escoamento e a radiopacidade foram menores que os obtidos pelo AH Plus (6).
Entretanto, este cimento ndo possui ainda estudos de biocompatibilidade in vitro ou
in vivo. Além disso, comparacdes entre cimentos bioceramicos e outros cimentos
endodonticos ja utilizados clinicamente, nos permitem uma melhor avaliacdo dos
novos materiais.

O MTA Fillapex (Angelus S/A, Londrina, PR, Brazil) € um cimento a base de
Agregado Trioxido Mineral (MTA) desenvolvido na tentativa de se associar as
propriedades fisico-quimicas de um cimento obturador a base de resina com as
boas propriedades biolégicas do MTA. Sua composi¢cdo consiste de silicatos de
calcio, resina salicilato, resina diluente, resina natural, silica nanoparticulada e

pigmentos. Em uma reviséo de literatura sobre cimentos a base de silicato de calcio,



em estudos de biocompatibilidade e bioatividade com células osteoblasticas, 0 MTA
Fillapex mostrou possuir efeitos citotoxicos nos primeiros periodos de contato,
aumentando a viabilidade e a bioatividade com o passar do tempo (7).

O Sealer Plus (MK Life, Porto Alegre, RS, Brazil) € um cimento a base de
resina epoxi, que apresenta na sua composi¢do hidroxido de calcio, 6xido de
zircbnio, silicone e siloxanos, 6xido de ferro, hexametilenotetramina, tungstato de
calcio. Segundo o fabricante, possui excelente viscosidade que facilita a penetracao
e selamento dos canais laterais. Além disso, possui baixa contracdo de presa,
evitando espaco entre o cimento e a parede do canal radicular.

O Sealer Plus apresentou uma maior viabilidade celular em todas as
diluicbes (1/1, Y-, Y) e periodos (6h, 24h, 48h, 72h) quando comparado aos
cimentos AH Plus, Endofil e Simpliseal, com excec¢éo da diluigdo de ¥ nos periodos
de 6h e 72h, no qual o Simpliseal e o Endofil obtiveram maior viabilidade,
respectivamente. Os autores sugerem que a maior viabilidade do Sealer Plus esta
relacionada a presenca de hidroxido de calcio na sua composicdo, devido a
capacidade de induzir uma menor toxicidade (8).

Os cimentos que possuem hidroxido de calcio tém a capacidade de se
dissociar em ions célcio e hidroxila, que levam ao aumento do pH, acédo
antibacteriana e induzem a formacéo do tecido mineralizado. Os ions calcio reagem
com o diéxido de carbono presente no tecido e formam os cristais de calcita, que
sao importantes para o inicio da calcificacédo (9, 10).

O AH Plus (Dentsply, York, PA, USA) é um cimento a base de resina epoxi,
além disso, apresenta na sua composi¢cdo tungstato de célcio, 6xido de zirconio,
silica, 6xido de ferro, amina e Oleo de silicone. Segundo o fabricante possui
excelente biocompatibilidade e radiopacidade, possui facil manipulacdo, baixa
contracdo, alta estabilidade, propriedades auto-adesivas (proporcionando alta
adesividade a dentina), maior tempo de trabalho e tolera calor ndo perdendo suas
propriedades quimicas durante a termoplastificacdo. Os materiais que contém em
sua composicao resina epoxi possuiram um grau de citotoxicidade e uma inflamacéo
severa; no entanto, o cimento AH Plus é considerado o padrdo ouro como selante
devido as suas 6timas propriedades fisico-quimicas (8).

Quando se comparou o AH Plus aos cimentos MTA Fillapex e o TotalFill BC
Sealer, o AH Plus apresentou um nivel de proliferacdo celular significativamente

maior que o MTA Fillapex, porém sem diferenca para o TotalFill BC Sealer (11). O
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MTA Fillapex foi o cimento que apresentou maior citotoxicidade comparado aos
outros materiais endododnticos testados (Endomethasone, EndoSequence BC, Pulp
Canal Sealer), porém ndo mostrou diferenca estatistica em relacdo do AH Plus (12).

Cada etapa clinica pode resultar no sucesso ou no insucesso do tratamento
endoddntico. Dessa maneira, para se obter um bom progndstico, € necessario, além
de um adequado preparo quimico-mecéanico, uma boa selecdo do material
obturador. Durante a obturacdo do sistema de canais radiculares, o cimento
endodoéntico pode extruir através do apice radicular ou até mesmo através de um
canal lateral ou acessorio podendo ficar em contato direto com os tecidos periapicais
por um periodo prolongado de tempo (3, 11, 12).

Os testes de citotoxicidade in vitro sdo de extrema importancia para avaliar os
riscos bioldgicos destes materiais, principalmente na fase inicial (13). Dessa forma,
os testes de citotoxicidade permitem eliminagdo de alguns materiais ja no primeiro
momento da pesquisa (14). J4, o teste de bioatividade é importante para avaliar o
efeito biolégico de novos biomateriais (15). A proliferacdo celular e a migracao
foram indispensaveis para o desenvolvimento tecidual e cicatrizacao de feridas (16).

Diversos estudos tém demonstrado que as células da papila dentéria apical
(SCAPs) em condicbes apropriadas, podem se diferenciar em osteoblastos e
odontoblastos in vitro e sdo capazes de formar tecido ésseo e dentina in vivo (16).
Linhagens de SCAPs normalmente estdo presentes préximas ao apice radicular.
Tem se observado uma maior diferenciacdo em células odontoblasticas se
comparado a outras células-tronco dentarias (17). Ainda, quando comparado seus
potenciais, as células da papila apical e do foliculo possuiram maior potencial
proliferativo. As células-tronco dentarias sdo capazes de se diferenciar em mdltiplas
linhagens, incluindo células osteogénicas. Com base nisso, essas células-tronco
dentarias podem ser uma fonte valiosa para auxiliar na regeneracao tecidual
dentérias e periodontais (18).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades
bioldgicas dos cimentos endoddnticos a base de silicato de célcio Sealer Plus BC e
MTA Fillapex e a base de resina Sealer Plus e AH Plus em cultura de células de
papila dentaria.
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2 OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo geral comparar a citotoxicidade,
bioatividade e migracdo celular, em células-tronco obtidas da papila dentaria
humana (SCAPs), dos cimentos endododnticos a base de resina ep6xi AH Plus e
Sealer Plus e dos cimentos bioceramicos MTA Fillapex e Sealer Plus BC.

Os objetivos especificos deste estudo foram:

e Avaliar a citotoxicidade dos cimentos endoddnticos em células-tronco obtidas
da papila dentaria humana (SCAPSs), por meio dos ensaios de MTT e SRB.

e Avaliar a bioatividade, em cultura de células-tronco obtidas da papila apical
humana (SCAPs) por meio do ensaio da Fosfatase Alcalina e Alizarin Red.

e Avaliar a taxa de migracao celular de células-tronco (SCAPs) expostas aos
diferentes cimentos endodoénticos, através do ensaio de cicatrizacdo de

feridas (“scratch”).
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3 METODOLOGIA

Consideracbes éticas

O projeto foi encaminhado a Comissdo de Pesquisa da Faculdade de
Odontologia (COMPESQ) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
com aprovagao em 19/04/2018 sob o n. 34629 (Anexo A). A linhagem celular
utilizada foi adquirida para a pesquisa intitulada “Avaliacdo da citotoxicidade e
bioatividade de culturas primarias do o6rgdo dentario frente a novos materiais
endodonticos.” com aprovagdo do comité de ética em 28/05/2015 sob n.1.112.946
(Anexo B).

Delineamento do estudo

Estudo experimental, in vitro, cego e randomizado.

Local de Realizacédo da Pesquisa
Os experimentos in vitro foram realizados no Laboratério de Patologia da
Faculdade de Odontologia da UFRGS (Anexo C).

Cultura de células

Células da papila apical dentaria (SCAPSs), coletadas de terceiros molares de
dois pacientes com rizogénese incompleta, foram caracterizadas em células-tronco
por citometria de fluxo através de biomarcadores especificos (marcadores de
superficie de células tronco, CD146 e CD105 e marcadores para células
hematopoiéticas, CD45 e CD14). As células na sétima passagem estavam
congeladas e mantidas em nitrogénio até o0 momento do atual estudo. As SCAPs
foram descongeladas e passaram por um processo de centrifugacdo para
eliminagcdo do meio criogénico (10% DMSO - Dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich e 90%
FBS — Soro Fetal Bovino, Gibco) e cultivadas em meio de cultura DMEM (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS,
Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA), e 1% de penicilina e
streptomicina (PenStrep, Gibco) em frascos préprios para cultura celular T-75 (TPP -
Techno PlasticProducts, Zollstrasse, Trasadingen, Suica). A cultura foi mantida a
temperatura de 37°C, 5% de CO, e 100% de umidade até atingir 80% de

confluéncia, aproximadamente 72h apés o descongelamento. Nesta fase, as células
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em monocamada foram tripsinizadas por tratamento durante 3 a 5 minutos com uma
solucdo de Tripsina + EDTA 0,25% (Sigma-Aldrich) encubadas em estufa a 37°C.
Em seguida, foram coletadas em tubos tipo Falcon de 15 mL (TPP), centrifugadas
para remocao da solucdo de Tripsina + EDTA 0,25%, diluidas no meio de cultura
DMEM e contadas em camara de Neubauer. Apos a contagem, as células foram
plagueadas de acordo com a necessidade de concentracdo de células/poco em
placas individuais de cultura celular de acordo com o0s experimentos descritos

abaixo.

Confeccao dos extratos de cimentos

Os cimentos (Tabelal) foram preparados de acordo com as instrucfes do
fabricante, em placas de vidro estéreis, utilizando uma espatula 24 (Duflex, SSWhite,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil), com exce¢cdo do Sealer Plus BC que € uma mistura
pronta em pasta. Apds o preparo, 0s materiais inseridos em pocos de uma placa de
cultura de 12 pocos (TPP - Techno PlasticProducts, Zollstrasse, Trasadingen,
Suica), de maneira a preencher todo o fundo do poco, e apés foi adicionado meio de
cultura DMEM (volume/poco 6,30ml) e a placa foi incubada por 24 horas em estufa a
37°C, 95% de umidade e 5% de CO, para se obter as solucdes de extratos que

foram filtradas antes de serem utilizadas.

Os cimentos testados estdo expressos na Tabela 1.

Tabela 1 — Cimentos avaliados nos experimentos

MATERIAL REFERENCIA
MTA Fillapex (MF) Angelus S/A, Londrina, PR, Brazil
Sealer Plus BC (BC) MK Life, Porto Alegre, RS, Brazil
Sealer Plus (SP) MK Life, Porto Alegre, RS, Brazil
AH Plus (AH) Dentsply, York, PA, USA

Fonte: o autor
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3.1 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR FRENTE AOS CIMENTOS
ENDODONTICOS

Para os ensaios de viabilidade e citotoxicidade celular, as células foram
plaqueadas na concentracdo de 5x10° células/poco em placas de 96 pocos (TPP)
(n= 10 pocos para cada material) para realizacdo dos experimentos. Os ensaios
foram realizados em diluicbes de 10% (extrato diluido em meio de cultura),
totalizando 100 uL por poco.

Todos os ensaios foram realizados utilizando meio de cultura DMEM como
controle negativo. E o experimento de MTT foi executado nos periodos de 24 e 72

horas e 0 SRB no periodo de 72 horas.

3.1.1 Ensaio de viabilidade - MTT

O ensaio MTT avalia a atividade da enzima succinatodesidrogenase
mitocondrial em células vivas, através da reducdo do corante do sal de brometo
difenil-tetrazdlio (MTT), formando cristais violetas insoliveis de formazan, cuja
absorcao é proporcional a quantidade de células vivas (15). Logo, apenas as células
vivas, com atividade mitocondrial normal, tém a capacidade de clivar o sal amarelo e
reduzi-lo ao produto violeta (14). Apds a exposi¢do das células aos extratos dos
cimentos endodoénticos nos periodos de 24 e 72 horas, foi adicionado 10 pL da
solucdo de MTT (Sigma-Aldrich) na concentracdo 5 mg/mL, seguido de incubacé&o
por 3h a 37°C, 5% de CO, e 95% de umidade. Ap6s o periodo de incubacéo, o
conteudo do poco foi removido e o produto colorimétrico formazan solubilizado em
100 uL de isopropanol acidificado 0,04 N (Sigma-Aldrich). As amostras contendo o
formazan solubilizado foram quantificadas por espectrofotometria a 570 nm em leitor
de ELISA (Thermo Fischer Scientific in, Waltham, Massachusetts) (19).

3.1.2 Ensaio de viabilidade — SRB

O ensaio SRB atua como marcador de proteinas das células viaveis. Apos
exposicdo das células aos extratos dos cimentos endodénticos avaliados pelo
periodo de 72 horas, as células foram fixadas com 25 pL (solucdo 50%) de acido

tricloroacético (TCA) 10% por uma hora em ambiente refrigerado (4°C) para fixacao
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das células, apds esse periodo a placa foi lavada em &gua corrente e foi aguardada
cerca de 24h para completa secagem da placa em temperatura ambiente.
Posteriormente foram coradas com 100ul do corante SRB 0,4% (Sigma-Aldrich) e a
placa incubada por 30 minutos em temperatura ambiente, e entdo, foi lavada com
1% de &cido acético para remover 0 excesso de corante e aguardada novamente a
completa secagem da placa. Apés, a placa foi solubilizada em solugédo de Tris 1%
(Sigma-Aldrich) e as amostras foram quantificadas em leitor de ELISA no
comprimento de onda de 560nm. Os resultados foram expressos em relacdo ao

controle negativo (20).

3.2 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE MIGRACAO CELULAR FRENTE AOS
CIMENTOS ENDODONTICOS

3.2.1 Ensaio de Cicatrizacéo de Feridas — “Scratch”

O ensaio consiste em criar uma ferida e mensurar a taxa de migracdo das
células. Para tal, foram utilizadas duas placas de cultura de 12 pocos (Kasvi,
Curitiba, PR, Brasil) e as células foram plaqueadas em uma concentracdo de 3x10°
células/poco. Apos 48 horas de incubacédo a 37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade e
as células ja confluentes em monocamada, foi realizado um arranhdo feito no
sentido horizontal e outro no sentido vertical (risco cruzado) com o uso de uma ponta
de pipeta P10 (TPP). O meio de cultura foi aspirado e foi colocado 1mL de solucéo
de Phosphate Buffered Saline (PBS) para lavar e eliminar as células que foram
desprendidas durante a confeccdo da ferida. O PBS foi aspirado e 1mL de cada
extrato dos cimentos estudados na concentracdo de 10% foi adicionado em cada
poco. A partir deste momento, as placas foram levadas ao microscépio invertido Axio
Observer Z1 (Zeiss, Gottingen, Alemanha) com uma camera fotografica acoplada
(Axiocam mrn, Zeiss, Gottingen, Alemanha) usando uma objetiva de 10x (abertura
Ecplan-Neofluar 10x / 0.3 Zeiss, Gottingen, Alemanha) e imagens foram capturadas
no primeiro periodo e a cada 6 horas durante 72 horas. Imagens de migracao celular
foram analisadas usando o Software ImageJ (Instituto Nacional de Saude, Bethesda,
MD).
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3.3 AVALIACAO DA BIOATIVIDADE CELULAR FRENTE AOS CIMENTOS
ENDODONTICOS

Para os ensaios de bioatividade celular, as células foram plaqueadas na
concentracéo de 1x10* células/poco (500 pL da suspensdo de células por poco) em
placas de 24 pocos (TPP) para realizacdo dos experimentos. Os ensaios de
bioatividade foram realizados na diluicdo de 10% (extrato diluido em meio de
cultura), totalizando 500 pL de extrato por poco em todos oS ensaios. Para o0s
periodos de 7 e 14 dias foram trocados os meios contendo os extratos a cada 3 dias,
para manutencdo celular. Foram utilizados como controle negativo, células

cultivadas em meio de cultura DMEM completo.

3.3.1 Atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP)

A enzima ALP foi utilizada como marcador da atividade osteoblastica e
odontoblastica por meio do ensaio laboratorial que avalia a atividade desta enzima
(Fosfatase Alcalina, Labtest Diagnéstica, Lagoa Santa, MG, Brasil). A atividade ALP
foi avaliada de acordo com a liberacdo de timolftaleina através do monofosfato de
timolftaleina usando o kit da fosfatase alcalina (Labtest Diagnéstica, Lagoa Santa,
MG, Brasil). Ap6s a exposicdo das células aos extratos dos cimentos endododnticos
avaliados pelos periodos de 1, 7, 14 dias, as mesmas foram lisadas com 500 uL de
solucéao de Tris 1% (Sigma-Aldrich) e o experimento foi realizado de acordo com o
protocolo descrito no kit. A absorbancia foi mensurada em um n=10 por
espectrofotometria em placa de 96 pocos (TPP) no comprimento de onda de 590 nm
em leitor de ELISA (21). Os dados foram obtidos através do célculo descrito no
manual do laboratério:

Absorbancia do teste
Fosfatase Alcalina (U/L) = X 45
Absorbancia do padrao

3.3.2 Avaliagéo do potencial de mineralizag&o (ALZ)

Para a verificacdo da presenca de mineralizacédo, as células foram cultivadas

por 14 dias em meio de cultura contendo os extratos dos cimentos. Neste periodo,
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elas foram fixadas por 10 minutos em solu¢éo de formaldeido 10% (Sigma-Aldrich) e
coradas durante 20 minutos com o corante AlizarinRed S (Sigma-Aldrich) a 2% (pH
4.2). Apos, o corante foi aspirado e os pocos foram lavados com agua destilada. Em
seguida, foi adicionado cloreto de cetilpiridinio 10% (Sigma-Aldrich) para
solubilizagdo dos nédulos por 15 minutos e a amostra foi transferida para uma placa
de 96 pocos (TPP), onde a absorbéancia foi medida através do leitor de ELISA em

um comprimento de onda de 562 nm (22).

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, indicando dados
paramétricos. Os testes One-way ANOVA e post hoc de Tukey para comparacées
estatisticas entre os diferentes materiais experimentais e o teste T para
comparacdes entre o mesmo material em dois periodos distintos foram utilizados.
Foi utilizado o software GraphPadPrism 5 (GraphPad Software, 2012), sendo

considerado o nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 VIABILIDADE CELULAR

Figura 1 — Ensaio de MTT e SRB

SRB
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s B B seater Plus BC
il
0 3

experimental groups

Fonte: o autor

Legenda: MTT - Porcentagem de viabilidade celular dos materiais reparadores na
concentracao de 10% por meio do teste de MTT nos periodos de 24 e 72h. Letras diferentes
representam diferenca estatistica entre os materiais no mesmo periodo (p < 0,05). SRB -
Porcentagem de viabilidade celular dos materiais reparadores na concentragcdo de 10% por
meio do teste de SRB no periodo de 72h. Letras diferentes representam diferenca estatistica
entre 0s materiais na mesma concentragéo (p < 0,05).

No ensaio de MTT no periodo de 24 horas, o Sealer Plus BC e o Sealer Plus
foram semelhantes ao controle, o MTA Fillapex e AH Plus apresentaram menor
viabilidade que o grupo controle (p < 0,05). No periodo de 72 horas, o AH Plus e o
MTA Fillapex foram semelhantes ao grupo controle, e o Sealer Plus e o Sealer Plus
BC obtiveram melhores resultados, demonstrando diferenca estatistica em relagéo
aos demais grupos (p < 0,05) (Figura 1).

No ensaio de SRB, o Sealer Plus BC obteve melhor viabilidade sendo
estatisticamente diferente dos demais grupos (p < 0,05). O AH Plus apresentou a
menor porcentagem de viabilidade quando comparado ao grupo controle (p < 0,05)
(Figura 1).



19

4.2 CAPACIDADE DE MIGRACAO CELULAR

Figura 2 — Ensaio de Scratch
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Legenda: Avaliagdo do fechamento da ferida feita através do ensaio Scratch para os
materiais estudados na concentragdo de 10%. Letras diferentes representam diferenca
estatistica entre os materiais no mesmo periodo (P < 0,05).

Para determinar a taxa de migracao celular, foi utilizado um ensaio de
cicatrizacdo in vitro. No periodo de 24 horas, houve uma resposta de migracao
celular para todos os materiais estudados. No periodo de 48 horas, o MTA Fillapex,
0 Sealer Plus BC e o grupo controle promoveram maior taxa de migracéo celular e o
fechamento total da area. Apdés 72 horas do periodo experimental, o AH Plus e o

Sealer Plus ndo apresentaram cicatrizacdo (p < 0,05) (Figura 2 e 3).
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Figura 3 — Imagens fotograficas do Ensaio de Scratch

Fonte: o autor

Legenda: Imagem microscépica do ensaio de Scratch ilustra a confeccdo da ferida na
monocamada de células confluentes no periodo inicial e no periodo final de 72 horas,
referentes ao grupo controle e aos quatro materiais experimentais (1 — Control, 2 — AH Plus,
3 — Sealer Plus, 4 — MTA Fillapex, 5 — Sealer Plus BC).
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4.3 BIOATIVIDADE CELULAR

Figura 4 — Ensaio de ALP e ALZ

. Sealer Plus BC

30 ALP ALZ
5 150+ Control
3 : ] O
2 % € c AH Plus
8 : J
2 . L 2 [[] sealer Plus
S i £ B MTA Fillapex
s g S 504 P
g e 5
= : B4
: %

Sealers

Fonte: o autor

Legenda: Ensaio da atividade enzimatica da ALP nos diferentes periodos experimentais e
da deposicdo de nbédulos mineralizados pelo ALZ dos cimentos endoddnticos na
concentracdo de 10%. Letras minasculas diferentes representam diferenca estatistica entre
0s materiais no mesmo periodo experimental avaliado (P < 0,05).

Para a atividade da fosfatase alcalina, no periodo experimental de 24h, o
Sealer Plus e o0 MTA Fillapex apresentaram valores significativamente menores em
relacdo ao controle (p < 0,05). No periodo de 7 dias, apenas o Sealer Plus
apresentou uma menor bioatividade que o controle (p < 0,05). Aos 14 dias, todos os
materiais estudados foram semelhantes ao controle (p = 0,05) (Figura 4).

No ensaio ALZ, todos os materiais estudados apresentaram resposta
positiva a formacdo de nddulos de mineralizacdo, sendo que no grupo controle nao
houve formacdo. O Sealer Plus BC demonstrou a maior deposicdo de nddulos
mineralizados em comparacéo aos outros cimentos endodonticos, seguido do Sealer
Plus (p < 0,05). Os cimentos AH Plus e MTA Fillapex foram semelhantes,

apresentando uma menor bioatividade (Figura 4).
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5 DISCUSSAO

A biocompatibilidade € uma das propriedades mais importantes dos materiais
obturadores endodénticos e esta diretamente relacionada a sua composicao (8),
visto que estes ficam em intimo contato com o tecido periapical (10). Um material é
considerado biocompativel quando ele entra em contato com o tecido e ndo causa
uma reacdo adversa — como toxicidade, irritacdo, inflamacédo, alergia ou
carcinogenicidade —, para isso estudos costumam avaliar esta propriedade através
de ensaios de citotoxicidade, analisando o efeito do material na sobrevivéncia celular
(23).

A avaliacdo simultanea de diferentes testes de viabilidade celular pode
permitir a identificagdo mais precisa de eventuais efeitos citotoxicos causados pelos
cimentos endodonticos (15). O ensaio de MTT avalia a proliferagdo celular —
proporcional a quantidade de células vivas — através da capacidade da enzima
mitocondrial de converter o sal de tetrazolio 3- (4,5-dimetil-tiazol) -2,5-difeniltetrazolio
brometo (MTT) em compostos de formazan (19). O ensaio SRB atua como marcador
de proteinas das células viaveis.

A mesma tendéncia de resultados foram observados para os ensaios MTT e
SRB. Os materiais testados possuem caracteristicas de viabilidade celular, tanto
para o teste de respiracéo celular, quanto para a atividade proteica, visto que a 1SO
10993-5 (2009) considera como materiais citotoxicos aqueles que apresentam
valores de viabilidade abaixo de 70%.

Apesar de viaveis, o AH Plus e o MTA Fillapex obtiveram a menor resposta,
provavelmente pela presenca da resina epoxi e da resina salicilato, respectivamente.
O MTA Fillapex apresentou menor viabilidade quando comparado aos cimentos
Endomethasone, EndoSequence BC e Pulp Canal Sealer e foi semelhante ao AH
Plus, os autores relacionaram a presenca de componentes toxicos como a resina
salicilato, resina diluente e silica na composi¢cao do MTA Fillapex (12). Ainda que os
cimentos Sealer Plus e AH Plus apresentem resina epoxi como base, no ensaio de
MTT, o Sealer Plus foi mais viavel que o AH Plus, pois possui na sua composi¢ao
hidroxido de calcio, que causa um aumento do pH e induz uma menor citotoxicidade
ao longo do tempo (8).

O elevado pH inicial dos materiais que apresentam silicato ou hidroxido de

calcio na composi¢cdo pode ter causado uma maior toxicidade inicial quando se
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compara os periodos de 24h e 72h no MTT. Com exce¢édo do AH Plus, os outros
cimentos estudados apresentaram uma melhora na viabilidade celular no periodo de
72h.

Os efeitos dos cimentos na migracao celular foram analisados utilizando o
método de Scratch. Apds a criagao de um gap artificial, chamado de “scratch”, as
células na borda da lacuna recém-criada se moverdo na tentativa de fechamento
do “risco” até um novo contato célula-célula. A analise é feita através da captura
de imagens apds a confeccédo da ferida em intervalos regulares até o fechamento
do gap (24). Esse método mimetiza, até certo ponto, a migracdo de células in
vivo. Na endodontia, os principais resultados esperados do tratamento sdo o0s
reparos teciduais periapical e apical (25).

No periodo de 48 horas, o MTA Fillapex e o Sealer Plus BC apresentaram o
completo fechamento do gap. O Sealer Plus no periodo de 72 horas ndo obteve
fechamento, jA o AH Plus, além de ndo haver o fechamento da ferida, houve
alteracdo da morfologia e morte celular.

Apesar de os cimentos a base de resina epéxi ndo terem realizado a
completa migracdo celular no periodo experimental, o Sealer Plus obteve uma
melhor taxa de migragdo comparado ao AH Plus, possivelmente por possuir na sua
composicdo hidroxido de calcio. Isso porque a liberacdo de ions calcio é um fator
importante para a sinalizacao celular, regulando funcdes essenciais para a ligacao,
migracdo, diferenciacéo e proliferacdo celular de células produtoras de tecido duro
(26).

A bioatividade foi analisada através dos ensaios de fosfatase alcalina e
alizarin red. O aumento da atividade da ALP ocorre nas células 6sseas, como um
marcador de estagio inicial na osteogénese, na qual tem sido amplamente utilizado
para avaliar o potencial de células in vitro, além de indicar o potencial das células
para diferenciacdo (27). Portanto, a avaliacdo desta enzima permite a determinagéao
da bioatividade do material e seu potencial para promover o reparo com formagao de
tecido mineralizado (28). Os cimentos estudados nao induziram o aumento da
atividade da ALP quando comparado ao grupo controle.

O ensaio de Alizarin Red é usado para quantificar a deposi¢cdo de nodulos
mineralizados e neste estudo ndo foram detectados nddulos no grupo controle.
Todos os cimentos estudados apresentaram a formacédo de nédulos, caracterizando

a bioatividade dos materiais, com maior presenca para o cimento Sealer Plus BC.
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O Sealer Plus BC apresentou maior viabilidade, migracdo celular e
bioatividade quando comparado aos outros cimentos estudados. O silicato dicélcico
e o silicato tricalcico presente na sua composicdo sdo capazes de liberar hidroxido
de calcio como subproduto da reacdo apos hidratacédo, induzindo a mineralizacao,
resultando em reparo 0sseo. Além disso, o silicato tricalcico tem capacidade de
formar fosfato de calcio (hidroxiapatita) quando em contato com fluido tecidual (29).
Os ions reagem com o dioxido de carbono presente nos tecidos, produzindo cristais
de calcita, que permite a adesao e diferenciacdo celular, resultando na formacao de
tecido mineralizado (30). Em um estudo para avaliar as propriedades fisico-quimicas
do Sealer Plus BC comparada ao AH Plus, este cimento apresentou alta
solubilidade, o que pode explicar os altos valores de pH e os resultados deste
estudo (6).
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6 CONCLUSAO

A literatura mostra que muitos cimentos bioceramicos tém o potencial de
promover o reparo 6sseo quando extravasados através do forame apical durante o
preenchimento do canal radicular ou reparos das perfuracdées radiculares (23).
Todos os materiais estudados apresentaram viabilidade celular segundo a ISO
10993-5 (2009) e bioatividade. Os cimentos Sealer Plus BC e MTA Fillapex, a base
de silicato, promoveram uma melhor migracdo celular, comparado aos cimentos a
base de resina AH Plus e Sealer Plus que ndo obtiveram o fechamento da ferida no
estudo. O Sealer Plus BC obteve resultados satisfatérios nos ensaios de viabilidade,

migracéao celular e bioatividade.
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ANEXO B — Aprovacéo do Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DO

I.IFIEE G'S RIOGRANDE DOSUL/PRG- QRERTA™

W YEE R ARS FE REITORIA DE PESQUISA -

PARECER COMSUBSTANCIADD DO CEP
DADDS DO FRAOJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAD DA CITOTOXICIDADE E BIOATIVIDADE DE CULTURAS PRIMARIAS
00 SRGACD DENTARID FRENTE A MOVOS MATERIAIS ENDODONTICOS

Pesquisador: Fabiana Soares Grecca

Aroa Tomatioa:

Versfio: §

CAAE: 3A540004 5 00005347

Instituigio Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RO GRANDE DO SUL
Patrocinador Principal: Financiamenio Prdpric

DaDOS DO PARECER

Nuimasro do Parsoer: 1.112 548
Data da Relatoria: 28052015

Apresentagia do Projeto:
Maieriais a base da silicato de cilcio wim sendo considerados materiais de escolha para o ratamenio de
perfurapies, reabsondes, obturagio retnigrada, protecio pulpar &, mais recantaments, para obturagio do
sisiema de canais radiculares. Visio isso, novos dmantos a base da silicato de cllcio foram langados no
mercado, como o MTA Plus (Avalon Biomed Inc., Bradenton, FL, USA) & o Biodentine
{Sepiodont, Lancaster, PA, USA). O objetive deste estudo sard isolar & caractarizar oélulas da polpa, do
foliculo & da papila dentiria de tarceiros molares humanos axtraldos durants a fase de rizoghness
incompleta & avaliar a cioioxicidade, ganoicaicidades & bicatividads dos novos cimenics endoddnticos a
base de silicalo de calico (MTA Plus & Biodentine) nas mesmas, comparando-os com cimanios
tradicionalmeants uliizados na pritica dinica nos casos da obluragho do sistema de canais radiculares &
ratrobluragdo. Apds isclameno, as cblulas das culluras primérias serfo avalisdas quanio a presenga de
caractaristicas imunofenotipicas & pluripotanciais que possam qualificar a presenga da uma subpopulagdo
de células-tronco pelos ensaios citomatria de fluso, PCH Asal Time & diferenciagdo osteogdnica,
adipogénica & condroghnica. Apds a cbtenglio das culturas da células-tronoo, os dmantos endoddntioos
seriio divididos em 2 grupos: 1)andlise dos cdmantos cbturadores (cimemos: MTA Plus, Biodentine, AH,
Plus, Fillapax & FilCanal); & 2jandlse dos cimenios retrobturadones (cimeantos: MTA Plus,

Endareps Ay, Pale Gema, 119 Sala 317 do Pride Ao 1 & Rellers - Cafrpus Cenie:

Bairre: Fasoupihe CEP: 9000080
UF: RS Menicipla: PORTO ALEGRE
Talslons: 510508275 Far: (510064055 E-mmil: il orosm uirga

Pigira £ da (8
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Continuagdo do Fanecer: 1.112548

Biodentine, MTA Branco, Sealer 26 & FillCanal), ambos utilizando células obtidas da papila dentéria
humana. Serdo realizados ensaios para avaliagio da citotoxicidade (MTT), viabilidade (Alamar Blue),
genotoxicidade (Cometa), bicatividade (atividade da enzima fosfatase alcalina & coloragao com Alizarin
Red)jexpressao de marcadores moleculares associados & osteogéness e odontogénese (PCH Real Time).
Todos os resultados obtidos serfo analisados estatisticamente utilizando o software GraphPad Prism
9,2endo considerado o nivel de significincia de 5%.

Objetivo da Pesquisa:

Realizar ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade, bicatividade e expressao génica de marcadores
micleculares para avaliagio de novos cimentos endodbnticos in vitro em c&lulas-tronco obtidas do drgéo
dentério.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Estao descritos de forma completa e sfo vélidos para a populagio do estudo nesta nova versédo do projeto.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

0 estudo tem aprovagao da Compesqg Odontologia, & possui portants mérnito cientifico. A nova verséo do
projeto apresenta populagao elegivel para o estudo entre 18 e 22 anos, o que atende questdes &licas e
mietodologicas.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoia:

Os termos de apressntagao obrigatoria j4 estavam de acordo com a legislagao.

Recomendagbes:

) presente projeto de pesquisa estd em condigdes de aprovacao.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Pela aprovagao.

Situacio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Aprovado.

Endereco: Av. Paulo Gama, 110 - Sala 317 do Prédio Anexs 1 da Reltoria - Campus Cening
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PORTO ALEGRE, 18 de Junho de 2015

Qe ™

Assinado por:

MARIA DA GRACA CORSO DA MOTTA
(Coordenador)
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ANEXO C — Autorizacao do Laboratorio de Patologia

$
UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

Programa de Gradua¢do em Odontologia

Faculdade de Odontologia

Eu, Roberta Almeida Mendes, vinculada ao Curso de Odontologia sob orientagéo da
prof2 Dr2 Fabiana Soares Grecca, solicito a autorizacédo do uso da Sala de Cultura do
Nucleo de Pesquisa Basica em Odontologia com a finalidade de conduzir
experimentos necessarios ao projeto intitulado CIMENTOS ENDODONTICOS
BIOCERAMICOS: AVALIA(;AO DA CITOTOXICIDADE, BIOATIVIDADE E
MIGRACAO CELULAR EM CULTURA DE CELULAS-TRONCO.

Porto Alegre, agosto de 2018

-

]

:"FH______{_‘L (4 \ L‘:«lr; (

-

Profa. Fernanda Visioli

Assinatura do responsavel



