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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a citoto-
xicidade de quatro diferentes alginatos de uso odontolo-
gico. Foram avaliados quatro alginatos divididos em qua-
tro grupos: Jeltrate, Tropicalgin, Cavex Color change e
Qualitygel. Corpos de prova foram imersos em meio Eagle
por 2 min, onde entdo procedeu-se a remog&do do sobre-
nadante e colocagdo em contato com fibroblastos L929.
Apos coloragao, realizou-se contagem de células viaveis.
Os resultados demonstraram diferengas estatisticas en-
tre os grupos CC e C- e os demais. Todos os grupos ex-
perimentais apresentaram citotoxicidade.

Palavras-chave: citotoxicidade; materiais para
moldagem odontolégica; técnicas de cultura de células.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the cyto-
toxicity of four different dental alginate. The four alginate
were divided into four groups: Jeltrate, Tropicalgin, Ca-
vex Color change and Qualitygel. Bodies of evidence were
immersed in Eagle medium for 2 min, and then it was
removed the supernatant and placed in contact with L929
fibroblasts. After staining, viable cells were counted. The
results showed differences between groups CC and C- and
the others.All experimental groups showed cytotoxicity.

Keywords: cytotoxicity; dental impression materials;
cell culture techniques.

Introducao

moldagem das arcadas dentdrias é um procedimento

de rotina na Odontologia, cujo modelo obtido € utiliza-

do para confeccao de préteses, aparelhos ortodonti-
cos, placas miorelaxantes, estudo de caso na auséncia do paci-
ente no consultério dentre outras utilidades. Muitos materiais
sdo empregados para tal procedimento, dentre esses cita-se as
godivas, silicones, mercaptanas e alginatos.

O alginato, por sua vez, é o mais aceito e utilizado. Esse ma-
terial é classificado como hidrocoloide irreversivel, de fécil
manipulacdo, boa capacidade de reproducao de detalhes, ba-
rato e confortdvel para o paciente (2).

E importante ser lembrado que alguns metais pesados e par-
ticulas de silica presentes nos alginatos podem trazer algum
risco de toxicidade para o profissional e/ou paciente, uma vez
que nem sempre se consegue moldagens perfeitas, principal-
mente nas primeiras experiéncias dos alunos com o paciente,
levando, muitas vezes, a repeticdo deste procedimento (17).

Dentre os metais pesados presente nos alginatos, figura o
chumbo, cuja funcao seria aprimorar as propriedades eldsticas
do material, ap6s a sua geleificacao (3).

Basicamente a intoxica¢do com alginato pode se dar por ina-
lacdo do p6 pelo paciente e profissional, ingestdo acidental
pelo paciente e absorcdo pela mucosa oral em casos de repeti-
das moldagens (3, 4, 19).

Durante uma moldagem, o alginato entra em contato inti-
mo, por um tempo de cerca de 2 minutos, com a mucosa oral
que € altamente vascularizada e possui grande potencial de
absorcdo. Assim sendo, a repeticdo de moldagens consecutivas
poderia causar certo grau de toxicidade para o paciente, de-
pendendo da composicao do material (3, 17).

Baseado nessas premissas, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar a citotoxicidade de quatro diferentes marcas
de alginatos de uso corriqueiro na Odontologia.

Material e Método

Cultura de Células

A linhagem celular utilizada foi L929 obtido do American
Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD) (fibroblasto de
camundongo) cultivada em meio minimo essencial de Eagle
(MEM) (Cultilab, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) suplementado
com 2 mM de L-glutamina (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), 50
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pg/ml de gentamicina (Schering
Plough, Kenilworth, New Jersey,
USA), 2,5 pg/ml de fungizona
(Bristol-Myers-Squibb, New York,
USA), 0,25 ml solucao de bicar-
bonato de sédio (Merck, Darms-
tadt, Germany), 10 mM of HEPES
(Sigma, St. Louis, Missouri, USA)
e 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Cultilab, Campinas, Sao Paulo,
Brasil) e mantida a 37° C em
ambiente contendo 5% de CO,

Alginatos Avaliados

A amostra foi composta de
quatro diferentes alginatos divi-
didos em quatro grupos: Jeltrate
(Dentsply, Petrépolis, Brasil, Lot
971244), Tropicalgin (Zhermack,
Rovigo, Itélia, Lot C302240), Ca-
vex Color change (Cavex, Neo-
derland, Lot 080715) e Qualitygel
(Quality Dent, Sao José dos Cam-
pos, Lot 654338).

Confeccdo dos Corpos
de Prova

Para confeccdo dos corpos de
prova, o material foi manipula-
do por 1 minuto utilizando-se
cubeta de borracha e espdtula
pléstica seguindo as recomenda-
¢oes dos fabricantes. Apds cor-
reta homogeinizacao, o alginato
foi inserido em anéis de silicone
nas dimensdes de 4 mm de dia-
metro e 4 mm de altura, até sua
completa geleificacao.

Controles

Para verificar a resposta celu-
lar frente aos extremos, outros
trés grupos foram inseridos, gru-
po CC (controle de célula), o qual
as células nao foram expostas a
nenhum material, grupo C+ (con-
trole positivo) constituido de um
detergente celular Tween 80 (Po-
lioxietileno-20-Sorbitan) e C-
(controle negativo), solucdo de
PBS (Phosphate-bufferid saline).

Ensaio de Citotoxicidade dos Materiais

Os materiais foram esterilizados previamente por exposicdo a luz
U.V. (Labconco, Kansas, Missouri, USA), durante 1 hora. Em seguida,
trés amostras de cada material foram colocadas em placas de 24 po-
¢os contendo meio de cultura (MEM) (Cultilab, Campinas, Sdo Paulo,
Brasil). A cada 24h, o meio de cultura foi substituido por meio novo e
os sobrenadantes coletados apds 24, 48, 72 e 168 horas (7 dias), e
avaliados quanto a toxicidade para as células 1.929. Os sobrenadantes
foram colocados, em triplicata, em uma placa de 96 pocos contendo
monocamada confluente de 1.929 e incubados por 24 horas a 37° C em
ambiente contendo 5% de CO, Terminado o tempo de incubacéo, o
efeito na viabilidade celular foi determinado através da técnica dye-
uptake, descrita por NEYNDORFF et al. (14), com pequenas modifica-
¢oes. Ap6s 24 horas de incubacao, foram adicionados 100 pul de ver-
melho neutro a 0,01% (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), em meio de
cultura, em cada poc¢o das microplacas e estas foram incubadas a 37°
C por 3 horas para penetracdo do corante nas células vivas. Passado
esse periodo, apés desprezar o corante, foram adicionados 100 ul de
solucao de formaldeido (Reagen) a 4% em PBS (NaCl 130 mM; KCI 2
mM; Na,HPO, 2H,0 6 mM; K,HPO, ImM, pH7,2) por 5 minutos, para
promover a fixacdo das células as placas. Em seguida, para a extracao
do corante, foram adicionados 100 pl de uma solucao de 4cido acético
(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) a 1% com metanol (Reagen, Rio de Ja-
neiro, Brasil) a 50%. Apés 20 minutos, a leitura foi realizada em espec-
trofotdmetro (BioTek, Winooski, Vermont, USA) em um comprimento
de onda de 492nm (A = 492 nm).

Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa
SPSS 13.0 (SPSS Inc.,Chicago, Illinois). Andlise estatistica descritiva
incluindo média e desvio padrdao foram calculados para os grupos
avaliados. Os valores da quantidade de células vidveis foram subme-
tidos a andlise de variancia (Anova) para determinar se havia diferen-
¢as estatisticas entre os grupos e, posteriormente, ao teste de Tukey.

Resultados

Os resultados demonstraram diferencas estatisticas entre os grupos
CC e C- com os demais (P < 0,05). Auséncia de diferenca estatistica ocor-
reu entre os grupos Jeltrate, Tropicalgin e Qualitygel (P > 0,05) (Tabela I).

Tabela I. Média, desvio padréo, percentagem de células viaveis e analise estatis-
tica dos grupos avaliados

( Meédia - células viaveis )
Grupos (desvio padrio) % Celulas Viaveis| Estatistica
Jeltrate 334,8 (82,9) 26,3 A

Tropicalgin 345,7 (42,3) 271 A
Cavex Color change 559,6 (122,2) 439 B
Qualitygel 319,1 (52,4) 25 A
C+ 67 (2,20) 5,26 c
C- 1111,5 (67,85) 87,31 D

N cC 1273,75 (125,71) 100 D )
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Com relacdo a viabilidade
celular, o grupo CC apresentou
maior viabilidade seguido do
grupo C-, Cavex Color Chan-
ge, Tropicalgin, Jeltrate e Qua-
litygel, por sua vez o grupo
com menor viabilidade celu-
lar foi o grupo C+.

Discussao

Como mencionado anterior-
mente, o alginato é o material
de moldagem mais aceito e uti-
lizado na Odontologia. O pé de
alginato contém vdrios compo-
nentes, com diferentes finalida-
des. Muitas substancias como
zinco, bdrio, cadmio, silicatos de
chumbo e fluoretos sdo adicio-
nados em algumas marcas co-
merciais com o objetivo de me-
lhorar suas propriedades fisicas
e quimicas, causando preocupa-
cdo no que se refere a toxicida-
de desse material (6).

Segundo SYNDISKIS et al
(19), o alginato tem a capacida-
de de afetar a habilidade das cé-
lulas em se reproduzirem, isto é,
a substancia pode ndo ser téxica
o suficiente para matar as célu-
las, mas é téxica para inibir o cres-
cimento celular ou, em pequena
escala, afetar a funcao celular
normal. O significado clinico
disso é que, enquanto um unico
contato pode nao causar sinto-
mas clinicos, contatos repetidos
com o material, que alteram ou
afetam a viabilidade das células,
podem resultar em reacdo toxi-
ca tardia ou alérgica. Dessa for-
ma, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a citoto-
xicidade de quatro diferentes
alginatos de uso odontolégico
em culturas de células.

A utilizacdo de cultura de cé-
lulas vem sendo utilizada como
parte de uma série de testes re-
comendados para avaliar o com-
portamento biolégico dos mate-
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riais a serem colocados em con-
tato com tecidos humanos (9, 13,
15). Neste estudo, testes de cito-
toxicidade foram realizados para
avaliar a citotoxicidade dos algi-
natos. Utilizou-se linhagem de
célula L929 (fibroblastos de ca-
mundongos), bastante utilizada
em diversos trabalhos, onde se
pretende avaliar a citotoxicidade
de materiais de uso odontoldégi-
co (1, 8, 10, 12).

O método utilizado para ava-
liacdo da viabilidade celular foi
com a utilizacdo do vermelho
neutro. O procedimento de and-
lise do vermelho neutro é um
ensaio de sobrevivéncia/viabili-
dade celular, baseado na capaci-
dade das células vidveis de in-
corporar e combinar o vermelho
neutro dentro dos lisossomos.
Normalmente, € realizado em
células aderentes. O vermelho
neutro é um corante catidénico
fraco, que penetra na membrana
celular e se acumula intracelu-
larmente nos lisossomos (pH li-
sossdmico < pH citoplasmadtico),
onde se combina com a parte
anionica da matriz lisossémica
(11). As mudancgas da superficie
celular ou da membrana lisosso-
mica sensivel levam a fragilida-
de lisossomica e outras mudan-
¢as que se tornam gradativamen-
te irreversiveis. Tais alteracoes
ocorridas pela acao de xenobi-
éticos resultam na diminuicao
da absorcdo e combinacdo do
vermelho neutro. Assim, é pos-
sivel distinguir células vidveis,
danificadas ou mortas, o que €
base do ensaio. A quantidade de
corante incorporado as células
é medida por espectometria e é
diretamente proporcional ao
nimero de células com mem-
brana intacta.

Esse método foi utilizado pri-
meiramente para avaliacdo de
citotoxicidade de materiais de
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uso ortodontico por PITHON et
al. (15), onde se comparou com
o método de difusdao de dgar,
onde ambos mostraram-se aptos
para avaliacdo citotoxica.

Os resultados do presente
trabalho demonstraram citotoxi-
cidade das quatro marcas de al-
ginatos estudadas (Jeltrate, Tro-
picalgin, Cavex Color change e
Qualitygel). No entanto o grupo
Cavex Color change apresentou
maior viabilidade celular que os
outros trés. Resultado esse im-
portante por causa da necessida-
de de se conseguir materiais com
menor toxicidade. Diferencas es-
tatisticas foram encontradas en-
tre os grupos experimentais com
os controles de célula (CC) e o
negativo (C-).

O grupo C+, como esperado, foi
o grupo o qual apresentou menor
viabilidade celular. Esse grupo
utlizou o Tween, que € um surfac-
tante ndo idnico, téxico para as
membranas biolégicas (16), cons-
tituido por ésteres de dcidos gra-
xos de polioxietileno sorbitol, que
tem como caracteristicas estimu-
lar a secrecdo de proteinas em
microrganismos (18), além de al-
terar a morfologia e a superficie
da parede celular (7).

Por sua vez o grupo Controle
negativo constituiu-se de uma
solucdo de PBS (Phosphate-bu-
fferid saline), reconhecidamen-
te ndo téxica as células, esse con-
trole visou avaliar apenas a acao
fisica sobre as células. Esse de-
monstrou baixa citotoxicidade,
com auséncia estatistica com o
grupo controle de célula, o qual
nenhuma substancia foi coloca-
do em contato com as células.

O tempo de avaliacao foi de 2
minutos, tempo esse baseado no
tempo méaximo que o alginato
fica em contato com a mucosa
oral durante o processo de mol-
dagem recomendado pelos fa-
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bricantes. Os corpos de prova ficaram em contato com o meio de cultura por esse periodo, apés isso
foi coletado o sobrenadante do meio de cultura, que foi entdo colocado em contato com as células. Os
corpos de prova nao foram colocados diretamente com as células uma vez que o contato mecanico

desses com as células poderiam lesar as mesmas como sugerido por COSTA et al. (5).

Diante dos resultados observados, deve-se considerar que o sucesso na clinica odontolégica nao
envolve somente o dominio da técnica, mas também requer a aplicacdo das normas de biosseguranca e
a preocupacdo com as consequéncias locais e sistémicas dos materiais dentdrios utilizados para tal.

Conclusao

Pode-se concluir com a realizacdo desse trabalho que: todos os alginatos avaliados mostraram po-
tencial téxico as células e o Cavex Color change demonstrou resultados mais favordveis que os demais
sob o ponto de vista da citotoxicidade. ‘/)
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