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Resumo

Objetivo: avaliar o potencial citotdxico de dois cimentos endodénticos a base de MTA (Endoseal e MTA Fillapex), em culturas de fibroblastos humanos, comparando-os com o
cimento de referéncia a base de resina (AH Plus). Material e Métodos: os materiais obturadores foram preparados e eluidos em meio de cultura celular durante 24 horas a
37°C em estufa de CO,. Foram feitas quatro diluigGes distintas destes meios nas concentragdes 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 e expostos a cultura celular de fibroblastos humanos da linha-
gem MRC-5 por 24 horas. A citotoxicidade destes meios de cultura foi avaliada utilizando o ensaio MTT. Os resultados foram transformados em porcentagens de células viaveis
com relagdo ao grupo controle negativo e analisados estatisticamente a partir da Analise de Variancia (ANOVA) e pelo teste de Tukey utilizando o software SPSS 15.0 (SPSS
Inc, Chicago,IL) (P < 0,05). Resultados: na diluicdo 1:1 ndo houve diferenga estatistica entre os cimentos testados (P > 0,05). Na diluigao 1:2 o AH Plus apresentou menor
toxicidade quando comparado aos demais cimentos testados (P < 0,05). Nas concentragdes de 1:4 e 1:8 o MTA Fillapex apresentou maior citotoxicidade quando comparado
a0 AH Plus e ao EndoSeal (P < 0,05). Nessas concentragdes ndo foram observadas diferengas estatisticamente significantes entre o AH Plus e o EndoSeal (P > 0,05). Con-
clusao: a citotoxicidade dos cimentos endodénticos avaliados foi dose dependente. O Endoseal foi menos téxico que o MTA Fillapex em duas das quatro dilui¢des testadas.
Além disso, o AH Plus apresentou citotoxicidade inferior aos dois cimentos a base de MTA em uma das quatro diluigdes avaliadas.

Palavras-chave: Materiais restauradores do canal radicular; Ligamento periodontal; Citotoxicidade.

ABSTRACT

Objective: this study evaluated the cytotoxic effects of two MTA-based root canal sealers (Endoseal and MTA Fillapex) on human MRC-5 fibroblasts by comparing cell viability
with an epoxy resin-based sealer (AH Plus) and negative control. Material and Methods: MRC-5 human fibroblasts were incubated with four different elutes of Endoseal,
MTA Fillapex, and AH Plus for 24 hours. The cytotoxicity of tested materials was determined using the MTT assay. The results were analyzed using ANOVA and Tukey tests using
SPSS software 15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). The level of significance was P < 0.05. Results: at 1:1 dilution, there was no statistical difference between all root canal sealers
tested (P> 0.05). AH Plus showed significantly more cell viability (mitochondrial activity of cells) than Endoseal and MTA Fillapex at 1:2 dilution (P < 0.05). At 1:4 and 1:8 dilutions,
MTA Fillapex showed less cell viability than AH Plus and EndoSeal (P < 0.05). At these same dilutions, no statistically significant differences were observed between AH Plus
and EndoSeal (P > 0.05). Conclusion: the cytotoxicity effects of all endodontic root canal sealers were dose-dependent. Endoseal showed significantly more cell viability
than MTA Fillapex in two of four dilutions tested. AH Plus showed statistically lower cytotoxicity than the two MTA-based root canal sealers in one of four dilutions evaluated.

~
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Introducao

obturacgdo do sistema de canais radiculares tem como

objetivo o total preenchimento do sistema de canais ra-

diculares recém-descontaminados, a fim de impedir a
microinfiltracdo bacteriana do meio oral, dos tecidos apicais e
periapicais para o interior dos mesmos."* Convencionalmente, a
obturacéo é composta pela utilizacao de cones de guta-percha em
combinacdo com algum cimento endodontico. A principal fun-
¢do do cimento é preencher espacgos existentes entre a guta-percha
e as paredes do canal radicular.?

Os cimentos endoddnticos podem ser encontrados comercial-
mente em diversas formula¢des. Contudo, independente de seus
componentes, tais materiais devem contemplar algumas proprie-
dades importantes, tais como a sua boa tolerincia pelos tecidos
periapicais, uma vez que os cimentos endoddnticos podem per-
manecer em contato intimo com os tecidos periapicais por um
periodo prolongado, devido a sua possivel extrusido através do
apice ou por subprodutos da sua degrada¢do que podem percolar
através de canais laterais, acessOrios ou forame apical, alcan¢ando
assim, os tecidos circundantes.’”

O Agregado Triéxido Mineral (MTA) é um material que pos-
sui propriedades bioldgicas e fisico-quimicas adequadas para o
seu uso na Endodontia,®” sendo considerado um material proxi-
mo do ideal em termos de biocompatibilidade.*®* Com base nas
caracteristicas bioldgicas favoraveis do MTA e buscando melho-
rar as desvantagens fisicas da formula¢do do MTA convencional,
novos cimentos obturadores a base de MTA foram lancados no
mercado odontoldgico. O EndoSeal (Maruchi, Wonju, Coréia do
Sul) e o MTA Fillapex (Angelus,Londrina, PR, Brasil) sdo exem-
plos de cimentos endoddnticos a base de MTA. O MTA Filapex é
um cimento endoddntico composto de duas pastas. Apds sua ma-
nipulagéo, este cimento consiste em MTA, resina salicilato, resina
natural, resina siluente, tungstato de célcio e silica nanoparticu-
lada. J4 o cimento endodontico Endoseal ¢ um cimento pré-ma-
nipulado que possui em sua composi¢do basicamente silicatos de
calcio, aluminatos de calcio e aluminoferrites de calcio. Diversos
estudos encontrados na literatura endodoéntica indicam o poten-
cial citotéxico do MTA Fillapex,>"* contudo o cimento Endoseal
ainda pode ser considerado um material pouco estudado.

Sendo assim, o presente trabalho tem por objetivo verificar os
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efeitos citotoxicos dos cimentos endoddnticos a base de MTA (En-
doseal e MTA Fillapex), sendo o cimento endodéntico AH Plus
(Maillefer Dentsply, Ballaigues, Suiga) utilizado como material de
referéncia para comparagdo. A hip6tese nula é de que nao ha dife-
renca estatisticamente significante entre os efeitos citotdxicos dos
materiais avaliados.

Material e Métodos

Materiais Endodonticos

Os cimentos endodonticos utilizados foram: AH Plus, Endo-
seal e MTA Fillapex. Discos de cada material foram preparados
sob condi¢des assépticas em um molde se silicone estéril e inerte,
conforme a norma ISO 10993-12, com 5 mm de didmetro e 2 mm
de altura. Os materiais foram acondicionados por 24 horas em
estufa a 37° C, para que tomassem presa e fosse possivel realizar a
remoc¢do dos moldes de silicone. O material excedente foi removi-
do com um bisturi estéril. Apds a remogéo, os cimentos endodo-
nticos foram armazenados em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s
Médium - DMEM (PAA, Germany) com 10% soro fetal bovino,
penicilina e estreptomicina a 37°C em um estufa de CO2 (5% CO»)
por 24 horas. A eluigdo foi realizada utilizando uma razéo entre
a superficie do cimento e o volume do meio de aproximadamente
150 mm?/mL.

Cultura Celular

As células utilizadas neste estudo foram os fibroblastos huma-
nos imortalizados da linhagem MRC-5. Estas células foram ini-
cialmente cultivadas em meio DMEM com 10% soro fetal bovino,
penicilina e estreptomicina a 37°C em uma estufa de CO: (5%
COy). Um total de 1x10° células foram cultivadas em cada um dos
pogos de uma placa de cultura com 24 pogos, respectivamente,
por 24 horas. A contagem foi realizada em cdmera de Neubauer
e a viabilidade dessas células confirmada com corante Azul de
Tripan (Sigma, EUA). As células foram colocadas nessas placas
24 horas antes de iniciar o experimento, para forma¢do de uma
monocamada celular com, aproximadamente, 80% de confluén-
cia. As células foram, entdo, expostas aos extratos dos materiai
obturadores por um periodo de 24 horas. O controle negativo fc
a linhagem celular sem a exposi¢do as elui¢oes dos materiais ob
turadores endodonticos.

Ensaio de MTT

Asavaliagoes de citotoxicidade foram realizadas de acordo con
as normas de padrao internacional ISO. A avaliagdo dos materiai
foi realizada através da incubacédo das culturas de células com a
elucoes dos cimentos endodonticos de acordo com a norma IS(
10993-5. A atividade mitocondrial foi quantificada a partir do Ki
MTT Assay (ATCC, VA). Este ensaio foi realizado com o objetivi
de verificar a viabilidade celular em quatro dilui¢des diferente
dos cimentos endoddnticos em meio de cultura (1:1, 1:2, 1:4, 1:8)

Foi estabelecido como padrdo 1:1 uma proporgio entre a area
dos cimentos/ o volume de meio de 150mm?*ml. Ap6s o periodo
de 24 horas para a presa dos materiais, as diluicdes seriadas foram
realizadas a partir da elugdo 1:1 (drea dos cimentos/meio na pro-
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por¢do), acrescendo-se sempre meio de cultura DMEM, obtendo-
se assim as dilui¢des 1:2, 1:4, 1:8. Estas eluigdes foram deixadas
em contato com as culturas celulares por outro periodo de 24h
sob 37°C em uma estufa umidificada sob atmosfera de ar am-
biente contendo 5% de CO:. Em seguida foi realizado o ensaio de
MTT para verificar a viabilidade celular. As amostras de controle
negativo foram tradas nas mesmas condi¢des, contudo, expostas
ao meio de cultura normal.

Ap0s o contato das células com as eluigdes dos materiais ob-
turadores, o meio foi aspirado as células foram lavadas duas vezes
com 1ml de PBS estéril. Foi adicionado a todos os po¢os 1 ml da
solugdo de MTT (0,5mg/ml). Apds a incubagéo por 2h, foi retira-
da toda a solugdo de MTT e foi adicionado a todos os pogos 500 pl
de DMSO estéril. As placas foram agitadas em um vortex durante
5 minutos e em seguida permaneceram imdveis por mais 5 minu-
tos para a estabilizagdo da cor. Foram, entdo, retiradas aliquotas
de 100pul de cada uma das amostras, as quais foram transferidas
para uma placa de 96 pogos para a leitura no leitor de microplaca.
A absorbancia foi medida em 540 nm.

Analise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente a partir da Anali-
se de Variancia (ANOVA) e pelo teste de Tukey utilizando o sof-
tware SPSS 15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). O nivel de significincia
utilizado foi de P <0,05.

Resultados

Os resultados do ensaio MTT nas diferentes concentragdes uti-
lizadas estao representados na figura 1. Em uma diluigéo 1:1 ndo
houve diferenca estatistica entre os cimentos testados (P > 0,05).
Na diluigdo 1:2, o AH Plus apresentou menor toxicidade quando
comparado aos demais cimentos testados (P < 0,05). Nas dilui¢des
1:4 e 1:8 0 MTA Fillapex apresentou maior citotoxicidade quando
comparado ao AH Plus e ao EndoSeal (P < 0,05) e ndo foram ob-
servadas diferencas estatisticamente significantes entre o AH Plus
e 0 EndoSeal (P > 0,05).
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Figura 1. Os efeitos citotéxicos apds exposicdo das diluicoes dos cimen-
tos endodonticos aos fibroblastos humanos imortalizados da linhagem
MRC-5. Os resultados sao expressos como média e desvio padrao em di-
ferentes diluicoes. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas (P < 0,05) na mesma diluicao
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Discussao

Os resultados mostraram que a citotoxicidade de todos os
cimentos endodonticos testados foi dose dependente, uma vez
que a porcentagem de células vidveis aumentou quanto mais
foi diluido o meio. Contudo em nenhuma das concentragoes
testadas as amostras foram estatisticamente iguais ao grupo
controle negativo. Devido as excelentes propriedades fisico-
quimicas e biolégicas do MTA, novos materiais compostos
pelo agregado triéxido mineral surgiram recentemente.”'¢
Contudo as diversas composi¢oes diferentes e as propor¢des
distintas de MTA nas formula¢des promovem resultados de
citotoxicidade variados a estes cimentos com o mesmo com-
ponente base.'*"”

O MTA Fillapex foi o material que apresentou a maior ci-
totoxicidade em valores absolutos em todas as dilui¢es e en-
tre todos os cimentos endoddnticos testados. O MTA Fillapex
apresentou toxicidade estatisticamente superior ao AH Plus
e oa Endoseal nas concentracoes de 1:4 e 1:8; dessa forma, a
hipétese nula foi rejeitada. A baixa biocompatibilidade deste
material ja foi previamente relatada na literatura.>*** Os com-
ponentes presentes na formulagdo MTA Fillapex, tais como re-
sina de salicilato, resina de dilui¢do e a silica, podem estar rela-
cionados com tais resultados que constatam a baixa tolerdncia
deste material na cultura de células de fibroblastos. Além dis-
so, 0 MTA Fillapex provavelmente tem uma propor¢do dese-
quilibrada entre resinas e MTA, com valores menores de MTA
em sua composi¢do, exibindo entdo, em menor quantidade, as
boas propriedades bioldgicas reconhecidas deste material. Este
cimento endoddntico também possui um tempo de presa pro-
longado e, por isso, pode se solubilizar no meio, possivelmente
liberando estes componentes citotdxicos ja citados, como as
resinas de sua composi¢do, mecanismo que também pode con-
tribuir para as baixas taxas de viabilidade celular constatadas
neste experimento.”'$%°

O Endoseal é um material obturador ainda pouco estudado
na Endodontia."*'!” Ele também possui MTA em sua composi-
¢do, assim como o MTA Fillapex. No entanto, este cimento nio
possui nenhum componente conhecidamente citotéxico em
sua formulagdo, o que pode contribuir os melhores resultados
deste material quando comparado ao MTA Fillapex em 2 das 4
dilui¢des testadas. Assim como no estudo de Collado-Gonza-
lez et al.,'* o Endoseal apresentou baixos niveis de viabilidade
celular nas concentragoes 1:1 e 1:2, contudo estes niveis me-
lhoraram consideravelmente nas concentragdes 1:4 e 1:8. Este
cimento e o AH Plus foram os materiais que apresentaram os
melhores resultados estatisticamente em trés das quatro dilui-
¢oes testadas. Contudo, no estudo de Kim e Shin,'® o Endoseal
apresentou resultados superiores aos do AH Plus, o que difere
dos resultados encontrados no presente estudo, onde estatisti-
camente nao houve diferenca entre estes materiais. O Endoseal
dispensa manipula¢do, pois se apresenta comercialmente em

uma seringa, pronto para uso. Este fato evita erro de dosagem
do material, que poderia gerar um produto final com uma
composi¢do desproporcional, e assim influenciar as proprie-
dades bioldgicas, fisicas e quimicas do cimento endodontico.

Como os cimentos endoddnticos sdo compostos de uma mis-
tura que endurece através de uma rea¢do quimica, a liberagao
de componentes toxicos durante esta rea¢do de presa quimica
torna o material menos tolerado pelos tecidos periapicais.?

Diversos métodos vém sendo utilizados a fim de avaliar os
efeitos citotéxicos dos cimentos endoddnticos.>*'""” No pre-
sente estudo, a viabilidade celular foi determinada através do
ensaio de MTT, que é baseado na habilidade das enzimas de-
sidrogenases mitocondriais, presentes nas células vivas, em
converter o sal amarelo tetrazolio para cristais de formazan
lilas. As vantagens deste método sdo sua simplicidade, veloci-
dade, precisdo e elevada reprodutibilidade.?>** Apesar de ndo
existir sempre uma correlagdo positiva entre o numero de cé-
lulas viaveis e a redu¢do do sal do MTT, o que é considerado
uma das limita¢des de se utilizar apenas um pardmetro para
medir a toxicidade de um biomaterial, este teste é amplamen-
te aceito e utilizado em trabalhos com este objetivo na Endo-
dontia.>!"132426 Alguns autores sugerem a realizacdo de ensaios
multiparamétricos, com diferentes testes de viabilidade celu-
lar.?”?® Esse método pode aumentar a chance de detec¢do dos
efeitos citotoxicos, permitindo a correlacdo de diferentes pa-
rametros, o que pode fornecer pistas sobre os mecanismos de
toxicidade.”’

Neste estudo, a citotoxicidade dos cimentos endoddnticos
foi verificada em fibroblastos MRC-5 humanos. Os fibroblas-
tos sao os principais constituintes do tecido conjuntivo, sendo
o ligamento periodontal diretamente envolvido, também no
selamento bioldgico apical.?

No presente estudo, todos os cimentos endodénticos apre-
sentaram potencial citotéxico em cultura de fibroblastos. Este
estudo apresenta as limitagdes decorrentes de um estudo in vi-
tro, sendo necessdria a realiza¢do de estudos futuros avaliando
a biocompatibilidade in vivo e outras propriedades fisico-qui-
micas e biologicas dos materiais avaliados.

Conclusao

A citotoxicidade dos cimentos endodonticos avaliados foi
dose dependente. O Endoseal apresentou resultados estatisti-
camente superiores aos do MTA Fillapex em duas das quatro
dilui¢oes testadas, apesar destes cimentos possuirem o mesmo
componente base. Além disso, o AH Plus apresentou citoto-
xicidade estatisticamente inferior aos dois cimentos a base de
MTA em uma das quatro dilui¢des avaliadas.
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