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Biocompatibilidade “in vitro” de um novo cimento endodontico

Resumo

O sucesso da terapia endodontica depende da obturacdo adequada dos espacos
pulpares, os quais devem ser preenchidos e selados de forma a assegurar o isolamento
entre a cavidade oral, o interior do dente e os tecidos perirradiculares. Muitas das
técnicas empregues actualmente recorrem a um material nuclear s6lido e um cimento
endodontico, o qual devera ser, para além de um bom selante, biologicamente inerte. A
biocompatibilidade dos cimentos endodonticos ¢ especialmente importante dado o
tempo de permanéncia espectavel do material no organismo, as consequéncias clinicas
da irritagdo cronica dos tecidos perirradiculares e a proximidade que muitas vezes se
verifica entre o limite da obturacdo e lesdes intra-Osseas. Assim, a biocompatibilidade
dos cimentos endodonticos devera ser sempre extensamente estudada, particularmente
quando se trata de um novo material. Neste trabalho visamos aferir a
biocompatibilidade de um novo cimento endodontico de quitosano, 6xido de zinco e
eugenol in vitro, tendo avaliado a sua citotoxicidade sobre células MG63, com um perfil
fenotipico similar a osteoblastos, e o seu efeito sobre a diferenciacdo e actividade
osteoclastica em co-culturas de células MG63 e mondcitos de sangue periférico, os
quais demonstram caracteristicas osteocldsticas apds um periodo de diferenciagdo.
Determinamos que apesar de demonstrar potencial citotoxico, os efeitos deletérios do
novo cimento endodontico sobre a viabilidade celular sio menos pronunciados que os
do cimento de 6xido de zinco-eugenol tradicional, bem como sobre a diferenciacdo e
actividade osteoclastica, pelo que concluimos que o novo cimento endodontico
apresenta um perfil de biocompatibilidade mais favoravel que o cimento de 6xido de

zinco-eugenol e consideramos que podera constituir um novo material médico-dentario.

Palavras-Chave

Quitosano, 0xido de zinco-eugenol, cimento endodontico, citotoxicidade,

biocompatibilidade, MG63, PBMC.
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Introducao

O sucesso da terapia endodontica requer uma remocao eficaz dos conteudos e
focos de infecgdo pulpares, bem como a apropriada assepsia e obturagdo dos espagos
previamente ocupados pela polpa dentaria. Por sua vez, uma obturacdo adequada
depende da sua capacidade de preencher e selar aqueles espagos, impedindo a
infiltracdo por fluidos e a colonizacdo bacteriana, proporcionando um isolamento
adequado entre a cavidade oral, o interior do dente e os tecidos perirradiculares.' De
facto, o sucesso da terapia endodontica depende em grande parte da qualidade da
obturagdo realizada, razdo pela qual a seleccdo do material obturador, para além da

técnica empregue na sua aplicagdo, se revela tdo importante.”

Muitas das técnicas de obturacao utilizadas actualmente recorrem ao
preenchimento dos canais radiculares com cones de gutta-percha e cimentos
endodonticos, os quais devem ser, para além de bons materiais de isolamento,
biologicamente inertes, isto ¢, devem ser bem tolerados local e sistemicamente. Na
realidade, a biocompatibilidade dos materiais dentarios ¢ fundamental para o sucesso
clinico e para a seguranga bioldgica dos doentes nos quais sao empregues. Num cimento
endodontico esta propriedade ¢ ainda mais importante, na medida em que este material,
na maior parte dos casos, permanece em contacto, directo ou indirecto, com os tecidos
periapicais do dente tratado enquanto este permanecer no seu alvéolo. Por outro lado,
este material ¢ muitas vezes utilizado na proximidade de uma lesdo intra-0ssea activa,
pelo que a eventual irritagao tecidual poderd induzir a sua progressao ou retardar a sua
regressdo.”* Assim, a biocompatibilidade dos cimentos endodonticos devera ser sempre

extensamente estudada, particularmente quando se trata de um novo material.

Neste trabalho, visamos aferir a biocompatibilidade de um novo cimento
endodontico, composto por quitosano de baixo peso molecular, 6xido de zinco e
eugenol, em cultura celular. O quitosano ¢ um copolimero biodegradavel composto por
cadeias de B-(1-4) 2-acetamido-2-deoxi-D-glucopiranose e $-(1-4) 2-amino-2-deoxi-D-
glucopiranose, obtido através do processamento quimico ou enzimatico da quitina, um
polissacarideo natural encontrado no exosqueleto de crusticeos marinhos, fungos e
insectos.”’ Nas tltimas décadas, o quitosano e seus derivados tém sido amplamente

. , . .. . L, e 56
empregues no desenvolvimento de novos farmacos e dispositivos biomédicos™,
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incluindo a sua aplicacdo como infra-estrutura na regeneracao de tecidos’, bem como no

. . . e 10
revestimento da superficie de implantes dentarios.

As diversas aplicagdes do quitosano no campo da Medicina devem-se as suas
favoraveis propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas, particularmente, as elevadas
biocompatibilidade, actividade antibacteriana e biodegradabilidade.”® Nio obstante, as
propriedades da sua associacdo com Oxido de zinco e eugenol como cimento
endodontico permanecem por avaliar, particularmente a sua biocompatibilidade, razao

de ser deste trabalho.

A biocompatibilidade dos cimentos endodonticos tem sido avaliada através de

diversos sistemas experimentais, designadamente, através de estudos em culturas

11-19 3,20-22

celulares’ ", mas também em modelos animais e em modelos humanos.”* Nos
estudos in vitro publicados, sdo geralmente utilizadas linhas celulares e/ou culturas
primarias de células com origem no tecido conjuntivo ou Osseo, designadamente,
fibroblastos e osteoblastos, ou células imunitérias, particularmente, macréfagos. Neste
trabalho, utilizdmos culturas de uma linha celular de osteossarcoma humano (MG63) —
osteoblast-like cells — bem como, co-culturas de células MG63 e células mononucleares
de sangue periférico humano, que integram células progenitoras de osteoclastos.”
Avaliamos a citotoxicidade do novo cimento endodontico sobre as células MG63,
através do ensaio de MTT, que afere a actividade metabdlica celular, e a
osteoclastogénese, aferida nas co-culturas pela determinagao qualitativa de marcadores
moleculares de diferenciacao osteoclastica e pela avaliacdo da actividade funcional dos

osteoclastos.
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Materiais e Métodos

Preparacao e extraccao dos cimentos endodonticos

Os cimentos endodonticos, quitosano-6xido de zinco-eugenol (QOE) e 6xido de zinco-
eugenol (OZE), foram espatulados a temperatura ambiente sobre placa de vidro com espatula de
aco inoxidavel até a completa homogeneizacdo. O quitosano (Heppe Biomaterial GmbH,
Landsberg, Alemanha), na forma de po, caracteriza-se por um peso molecular entre 10 e 50 kDa
e um grau de desacetilagdo de 90%. O 6xido de zinco (OZ), na forma de pod, e o eugenol, na
forma de liquido, provieram do fabricante Produits Dentaires SA (Vevey, Suica). A propor¢ao
utilizada dos componentes para cada tipo de cimento foi a seguinte: 1) QOE — p6 de OZ, 75%
(p/p), quitosano, 25% (p/p), € eugenol, na propor¢ao po-liquido de 2,5:1 (p/v em g/mL); 2) OZE
—p6 de OZ e eugenol, na propor¢ao po-liquido de 2,5:1 (p/v em g/ml).

A preparagdo dos cimentos decorreu em duas fases, separadas por 24h. Na primeira, cada
cimento foi fraccionado em amostras imediatamente apds a sua espatulagdo, com
aproximadamente 0,8 g. Estas foram colocadas sobre parafilme (Pechinery Plastic Packaging,
Chicago, EUA), acondicionadas em caixas de Petri plasticas (Orange Scientifique, Bélgica)
seladas com parafilme e mantidas durante 24h numa estufa a 37°C. Na segunda fase, procedeu-
se a nova preparacao dos dois cimentos e fraccionamento em amostras com aproximadamente
0,8 g que foram colocadas sobre parafilme. Seguidamente, cada amostra preparada na primeira e
segunda fases foi, separadamente, completamente submergida em 8 mL de meio de cultura a-
MEM (Gibco, Reino Unido) sem soro num tubo plastico de centrifuga com 15 mL de
capacidade. A relagdo percentual peso/volume entre amostras e meio de cultura sem soro
(veiculo de extracc¢ao) foi sempre de 10 % (% g/mL), tendo-se procedido, quando necessario, a

correc¢do do volume para manter esta proporgao.

Todos os tubos contendo veiculo de extrac¢ao e amostras foram mantidos numa estufa a
37°C durante 24h. Metade destes foi sujeita a agitagdo continua sobre um agitador de rolos
(extraccdo dindmica) durante este periodo, enquanto a outra metade foi mantida imével num
suporte de tubos (extrac¢do estatica). Um tubo de centrifuga adicional, contendo apenas meio de
cultura sem soro, foi sujeito as mesmas condi¢gdes de extraccdo dindmica (controlo negativo). As

condig¢des de preparagao e extracgdo das amostras estao resumidas na tabela 1.
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Tabela I - Condicoes de Preparacio e Extraccio das Amostras de Cimento Endodontico

Amostra Al A2 A3 A4 B1 B2 B3 B4
Cimento QOE QOE QOE QOE OZE OZE OZE OZE
Presa Oh Oh 24h 24h Oh Oh 24h 24h

Extrac¢do Dinamica Estatica Dinamica  Estatica Dindmica Estatica Dinamica Estatica

Legenda: QOE, cimento de quitosano, 6xido de zinco e eugenol. OZE, cimento de 6xido de zinco-eugenol.
Presa: amostra submetida a extrac¢do imediatamente apds a sua preparagdo (Oh) ou apos 24h a 37°C (24h).

No final do processo de extraccdo, o contetido liquido de cada tubo foi separadamente
filtrado com filtros de seringa Furadisc FP de 0,2 (Whatman, Reino Unido) sob condigdes
assépticas em camara de fluxo laminar vertical Biosafe 2 (Ehret GmbH & Co. KG, Alemanha),
transferido para um novo tubo de centrifuga e mantido a -20°C até ser utilizado. Todo o processo
de preparagdo e extrac¢do das amostras de cimentos endodonticos seguiu o estipulado na norma

ISO 10993-12:2007.

Culturas Celulares

MG63

As células osteoblast-like da linha celular MG63 foram semeadas a uma densidade inicial
de 10* células por poco (0,37 sz) em placas de cultura de 96 pocos (Orange Scientifique,
Bélgica) com meio de cultura a-MEM (Gibco,Reino Unido) suplementado com 10% de soro
bovino fetal, 100 IU/ml penicilina, 2,5 pg/ml estreptomicina, 2,5 pg/ml anfotericina B e 50
pg/ml é4cido ascorbico, 24h antes da exposi¢do aos extractos. As culturas celulares foram

mantidas em atmosfera humidificada, com 5% CO, e a 37°C.

Isolamento de Células Mononucleares de Sangue Periférico Humano

As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) humano foram isoladas do
sangue de dadores saudaveis do sexo masculino com 25-35 anos. O sangue foi diluido 1:2 em

PBS (137 mM NaCl, 10 mM fosfato, 2.7 mM KCI, pH 7,4) e transferido para um tubo de
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centrifuga com Ficoll-Paque™ PREMIUM (GE Healthcare Bio-Sciences, EUA). A amostra foi
centrifugada a 400g durante 30 minutos e, apos a centrifugagcdo, as PBMC foram colhidas na
interface entre o Ficoll-Paque e o PBS e lavadas duas vezes com PBS. Em média, por cada 100

mL de sangue processado foram obtidas cerca de 70x10° PBMC.

Co-culturas MG63-PBMC

As células da linha celular MG63 foram incubadas em placas de cultura (Orange
Scientifique, Bélgica) com meio de cultura a-MEM (Gibco, Reino Unido) suplementado com
10% de soro bovino fetal, 100 IU/ml penicilina, 2,5 pg/ml estreptomicina, 2,5 pg/ml anfotericina
B e 50 pg/ml éacido ascorbico até atingirem cerca de 70-80% de confluéncia. Foram, entdo,
destacadas por digestdo enzimatica com 0,05% de tripsina e 0,5 mM EDTA, ressuspendidas no
mesmo meio de cultura, semeadas a uma densidade de 10° células/cm” em placas de 96 pogos e
mantidas em atmosfera humidificada, com 5% CO, e a 37°C. Apds 24h, as PBMC foram
adicionadas a cultura a uma densidade de 1,5)(106 células/cm? e as co-culturas foram mantidas
por 21 dias em meio o-MEM suplementado com 30% de soro humano do sangue do mesmo
dador correspondente ao isolamento, 100 IU/ml penicilina, 2,5 pg/ml estreptomicina, 2,5 pg/ml
anfotericina B e 2 mM de L-glutamina. As células foram mantidas em atmosfera humidificada,

com 5% CO,, a 37°C e o0 meio de cultura substituido a cada semana.

Exposicao das Culturas Celulares aos Extractos

As células foram expostas a extracto nao diluido e/ou a 4 dilui¢cdes sucessivas deste. Nas
experiéncias de viabilidade celular as células foram incubadas com extracto nao diluido e 4
diluicdes com os factores: 2, 4, 8 e 16. Cada condi¢ao de preparagdao do cimento, extrac¢ao
(tabela 1) e diluicdo foi testada em quadruplicado. Nas experiéncias destinadas a avaliar a
actividade da fosfatase 4cida tartarato-resistente (FATR) e de marcagdo citoquimica e
imunocitoquimica, as células foram expostas a 4 diluigdes dos extractos originais com 0s
factores de dilui¢do 4, 16, 64 e 256. Cada dilui¢ao foi testada em triplicado na determinagao da
actividade da FATR e em duplicado nas marcagdes citoquimica e imunocitoquimica. Finalmente,
nas experiéncias destinadas a avaliar a actividade de reabsor¢do dos osteoclastos, as células
foram incubadas com uma dilui¢do dos extractos originais com um factor de dilui¢do de 64. Para

todas as condigdes de exposi¢ao, foram incubadas células, com o mesmo numero de réplicas,

6
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com meio de cultura sujeito a0 mesmo processo de extracgdo que os extractos, mas na auséncia

de qualquer cimento, servindo como controlo negativo

Viabilidade Celular

A viabilidade das células MG63 foi determinada através do ensaio de redugao do MTT
apos diferentes tempos de exposicao das culturas celulares aos extractos (Oh, 24h e 72h). As
células foram incubadas durante 4h a 37°C na presenca de 0,5 mg/ml de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). De seguida, em cada pogo das placas de cultura
celular, o meio de cultura foi removido e os cristais de formazano solubilizados em 100 pl de
dimetilsulfoxido. A absorvancia das amostras a 550 nm foi determinada num leitor de ELISA

Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader (Biotek, Vermont, EUA).

Actividade da Fosfatase Acida Tartarato-Resistente (FATR)

A actividade enzimatica da FATR foi determinada pelo ensaio de hidrélise do para-
nitrofenilfosfato (pNPP) apos diferentes tempos de exposicao das culturas celulares aos extractos
(7, 14 e 21 dias). As células foram lavadas duas vezes com PBS e solubilizadas com Triton X-
100 a 0,1% (v/v). Procedeu-se, entdo, a incubacao com solugdo de pNPP a 12,5 mM, acido
tartarico (0,04 M) e citrato (0,09 M), pH 4,8, durante uma hora a 37°C. A reacg¢ao foi parada por
adi¢do de NaOH 5 M e a absorvancia medida a 400 nm num leitor de ELISA Synergy HT Multi-
Mode Microplate Reader (Biotek, Vermont, EUA). Os valores de densidade dptica obtidos foram
convertidos em nmol/min e normalizados para o conteudo total de proteina nas culturas

(nmol/min.mg™).

Marcacao Citoquimica da FATR

As células foram lavadas duas vezes com PBS e fixadas com formaldeido a 3,7% durante
15 minutos. As cé€lulas foram lavadas duas vezes com agua destilada ¢ a FATR marcada com o
kit Acid Phosphatase, Leucocyte (TRAP) (Sigma-Aldrich, EUA), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Resumidamente, as células foram incubadas com naftol AS-BI a 0,12 mg/mL, na
presenga de tartarato a 6,76 mM e Fast Garnet GBC a 0,14 mg/mL, durante uma hora a 37°C no

escuro. De seguida, as células foram lavadas e marcadas com hematoxilina. As células
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multinucleadas marcadas para a FATR foram visualizadas e contadas com o auxilio de um

microscopio Nikon TMS (Nikon Instruments Inc., EUA).

Marcac¢ao Imunocitoquimica

As culturas celulares foram lavadas duas vezes com PBS e fixadas com 3,7% (v/v)
formaldeido durante 15 minutos a temperatura ambiente. De seguida, lavaram-se as células duas
vezes com PBS e permeabilizaram-se durante 5 minutos com 0.1% (v/v) Triton X-100. As
culturas celulares foram marcadas para a actina com 5 U/mL Alexa Fluor® 647-Faloidina
(Invitrogen, EUA), e para o receptor da vitronectina (VNR) e receptor da calcitonina (CTR) com
50ug/mL IgGs de rato anti-VNR e anti-CTR (R&D Systems, EUA), respectivamente. A
deteccao das IgGs anti-VNR e anti-CTR foi efectuada com 2pg/ml IgGs anti-rato marcados com
Alexa Fluor® 488 (Invitrogen, EUA). As culturas celulares foram visualizadas por Microscopia

Confocal.

Determinacao da Reabsorc¢ao de Fosfato de Calcio

As co-culturas de PBMC e células MG63 foram estabelecidas e mantidas durante 21 dias,
da forma descrita anteriormente, sobre placas de cultura BD BioCoat™ Osteologic™ Bone Cell
Culture Plates (BD Biosciences, EUA) — pogos de cultura com o fundo revestido por um filme
de fosfato de calcio. As células foram lixiviadas com NaOCl a 6% e NaCl a 5,2% e as camadas
remanescentes do filme de fosfato de célcio visualizadas num microscopio Optico de contraste de
fase. As lacunas de reabsor¢ao foram identificadas e a correspondente area quantificada em 8
imagens seleccionadas aleatoriamente em cada pogo de cultura com o auxilio do programa

informatico ImagelJ 1.41.

Analise Estatistica

Os resultados quantificados sdo apresentados como valores médios + desvio padrao e sdo
representativos de trés replicados para os ensaios de viabilidade celular e actividade da FATR,
ou de dois replicados, para a marcagdo citoquimica da FATR. Os resultados referentes a
reabsorcao de fosfato de calcio resultam de uma unica observacdo. Para determinar o significado

estatistico das diferencas entre os valores médios, procedeu-se a andlise de variancia (two-way
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ANOVA), tendo-se complementado a andlise através do teste de Bonferroni de comparagdes
multiplas. As comparagdes foram realizadas entre valores médios emparelhados para as mesmas
condigdes experimentais, diferindo apenas para o factor “cimento endodontico” ou “preparacao
do cimento”. As diferencas entre valores médios foram consideradas estatisticamente
significantes quando o valor determinado de P foi inferior a 0,05. Comparagdes entre apenas
dois grupos de valores foram realizadas com recurso ao teste de Mann-Whitney. A andlise
estatistica foi realizada com o auxilio do programa informatico GraphPad Prism 5 para Windows

(GraphPad Software, EUA).
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Resultados

Viabilidade Celular

Os resultados do ensaio de redugdo do MTT em culturas de células MG63
demonstram, claramente, que tanto o cimento de 6xido de zinco-eugenol (OZE) como o
de quitosano-6xido de zinco-eugenol (QOE) t€ém um efeito citotoxico nas culturas
celulares testadas. Nas figuras 1 e 2 pode-se verificar que para ambos os periodos de
exposi¢ao testados ocorreu uma diminui¢do da viabilidade celular de uma forma
dependente da concentracdo dos extractos (figura 3). De facto, a exposic¢ao das células
aos extractos ndo diluidos (10%) traduziu-se numa acentuada diminui¢cdo da viabilidade
celular relativamente ao controlo, sendo este efeito significativamente atenuado com a
crescente diluicdo dos extractos. Na realidade, se tomarmos como valor de referéncia
70% da viabilidade celular observada nas culturas de controlo como limiar do potencial
de citotoxicidade das substancias testadas, em conformidade com a norma ISO 10993-
5:2009, podemos verificar que a generalidade dos extractos ndo apresenta toxicidade
significativa quando diluidos 1:16 (0,625%). Esta tendéncia foi observada para todas as

condigdes de preparacao e extrac¢ao dos cimentos endodonticos testadas.
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Figura 1 - Viabilidade celular determinada por ensaio de redugdo de MTT. As culturas de células
MG63 foram expostas durante 24 horas a 5 concentragdes de extractos obtidos a partir de amostras de
cimento endodontico preparado sob diferentes condi¢des: extracdo dinadmica (A) e estatica (B)
imediatamente apos preparagao do cimento, extrac¢do dinamica (C) e estatica (D) apos presa de 24h a
37°C. Todos os valores sdo apresentados como percentagens dos valores obtidos para o controlo
negativo. Legenda: Barras azuis, QOE, Barras vermelhas, OZE, *, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001;
wakk p<0,0001 (two-way ANOVA com post-test Bonferroni).
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Figura 2 - Viabilidade celular determinada por ensaio de redugdo de MTT. As culturas de células
MG63 foram expostas durante 72 horas a 5 concentragdes de extractos obtidos a partir de amostras de
cimento endodontico preparado sob diferentes condi¢des: extracdo dinamica (A) e estatica (B)
imediatamente ap6s preparacio do cimento, extraccdo dindmica (C) e estatica (D) apos presa de 24h a
37°C. Todos os valores sdo apresentados como percentagens dos valores obtidos no mesmo dia para o
controlo negativo. Legenda: Barras azuis, QOE, Barras vermelhas, OZE, *, p<0,05; **, p<0,01; ***,
p<0,001; **** p<0,0001 (two-way ANOVA com post-test Bonferroni).

Quando comparamos entre si os resultados obtidos para cada cimento,
emparelhados para as mesmas condi¢cdes de preparacdo e extraccdo, verificamos que o
QOE ¢ sempre, com uma Unica excep¢dao, menos tOXico ou apresenta a mesma
toxicidade que o OZE, tanto ao fim de 24h como 72h de exposicao celular. A unica
excepgao diz respeito aos resultados obtidos para a concentragio 2,5%, no final de uma
exposi¢do de 24 horas, com cimento extraido imediatamente apos a preparagdo (figura
1, grafico A). Neste caso, comparando com os resultados obtidos para o OZE, verifica-
se que o valor de viabilidade celular obtido ndo se conforma a tendéncia observada para
os extractos preparados sob as mesmas e restantes condi¢des. De facto, a diluicao
testada (1:4, 2,5%) corresponde um valor médio de viabilidade celular superior ao que
se observa para as diluigdes superiores (1:8 e 1:16), bem como um amplo desvio
padrao, pelo que o resultado se podera dever a um erro experimental ndo identificado e

nao devera ser considerado na apreciagdo da tendéncia.

A maior toxicidade do OZE relativamente ao QOE ¢ particularmente bem
demonstrada nos resultados patentes no grafico B da figura 1, no qual se verifica um
efeito diferencial estatisticamente significativo para a exposicao celular aos extractos

durante 24 horas com as trés concentracdes mais baixas. Esta tendéncia é corroborada
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pelos resultados obtidos com as restantes condigcdes de preparacdo e extraccdo do
cimento para o mesmo periodo de exposicao, obtendo-se uma diferenca estatisticamente
significativa em todos os casos, excepto no que foi salientado anteriormente (figura 1,
grafico A). Verifica-se o mesmo com os resultados correspondentes a exposicao celular
durante 72 horas. De facto, também nestas condi¢gdes o cimento preparado com
quitosano ¢ sempre menos toxico ou apresenta a mesma toxicidade que o OZE para

todas as concentragoes testadas (figura 2).
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Figura 3 - Curvas concentragdo-resposta: Graficos representativos do efeito da concentra¢do dos
extractos sobre a viabilidade das células MG63. Células expostas durante 24h (A) ou 72h (B) a 5
concentragdes de extractos obtidos a partir de amostras de cimento endodontico preparado sob
diferentes condicdes: 1) extrac¢do dindmica (EFD) e estatica (EFE) imediatamente apds preparacdo
do cimento, extrac¢do dinamica (EPD) e estatica apos presa de 24h a 37°C (EPE). Todos os valores
sdo expressos em percentagem dos valores obtidos no mesmo dia para o controlo negativo (média +
SEM).

Quando comparados os resultados obtidos para as diferentes condigdes de
preparacdo de cada cimento, isto ¢é, extraccdo realizada imediatamente apds a
preparagao do cimento e extrac¢do apos 24h de presa a 37°C, verificaram-se diferencas
estatisticamente significativas quanto ao efeito dos extractos preparados por extrac¢ao
dindmica (figura 4). De facto, nestes casos, a analise de variancia demonstrou um efeito
diferencial, tanto com extractos preparados a partir de QOE como de OZE. No primeiro
caso, os resultados obtidos apods exposicdo celular de 24h parecem indicar que a
extrac¢do realizada imediatamente apds a preparagdo do cimento resulta numa maior
toxicidade dos extractos (figura 4, grafico A). Contudo, os resultados obtidos apos

exposicao celular de 72h, ndo manifestam tendéncia analoga (figura 4, grafico C).

No caso do OZE, a tendéncia parece ser a inversa, isto ¢, a extrac¢do de

amostras de cimento ap6s a presa de 24h a 37°C parece resultar numa maior toxicidade
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Figura 4 - Efeito das condi¢des de preparacdo dos cimentos endodonticos sobre a viabilidade celular.
As culturas de células MG63 foram expostas durante 24 ou 72 horas a 5 concentra¢des de extractos
obtidos a partir de amostras de cimento endodontico preparado sob diferentes condi¢des: exposicao
celular de 24h — extracgdo dindmica (A) e estatica (B). Exposi¢do celular de 72h, extracgdo dinadmica
(C) e estatica (D). Todos os valores sdo expressos como percentagem do respectivo controlo negativo.
Legenda: F, extraccdo realizada imediatamente apds a preparagdo do cimento, P, extrac¢do realizada
apos presa do cimento durante 24h a 37 °C, *, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001
(two-way ANOV A com post-test Bonferroni).

dos extractos, tanto apds 24 como 72 horas de exposi¢do. Por outro lado, os resultados
obtidos com os extractos preparados por extracgao estatica, tanto de QOE como OZE,
ndo evidenciam qualquer diferenca imputdvel ao procedimento de preparacdo da
amostra. De facto, com uma unica excepcdo, a analise de variancia demonstrou a
auséncia de diferenca com significado estatistico quando comparados os dois
procedimentos de preparacdo do mesmo cimento nestas condi¢des de extraccao (figura

4, grafico D).

Actividade da Fosfatase Acida Tartarato-Resistente (FATR)

A actividade da enzima FATR foi determinada nas co-culturas MG63-PBMC
ap6s 7, 14 e 21 dias de exposicao aos extractos obtidos dos cimentos de QOE e OZE.
Em termos gerais, os resultados obtidos demonstram uma tendéncia para a redugdo da
actividade enzimatica com a exposi¢do aos extractos. Este efeito ¢ atenuado com a

crescente diluicao dos extractos, observando-se uma actividade da FATR proxima da do
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controlo negativo na generalidade das condi¢cdes experimentais para as dilui¢des dos
extractos 1:64 e 1:256 (figura 5). Por outro lado, a exposi¢ao celular aos extractos com a
menor dilui¢cdo (1:4) traduz-se, ao fim de 7 dias de exposicao celular, numa diminui¢do
média da actividade enzimatica para 37,73+£16,24 % da observada nas culturas de
controlo para o mesmo periodo. A exposicdo aos extractos durante 14 dias esta
associada com uma diminui¢do mais acentuada (28,274+20,54 %) e a exposicao durante

21 dias, com uma diminui¢do menor (41,44+14,94 %).

= A = B
F 150+ £ 150

) 3

2 7d 14d 21d 2 7d 14d 21d
f= =

z & g

I L B PRI ELPELEeN - £ 1004-

s e

o * %)

2 H 3 £ .

E 1 3 I g MHE

£ 509 % : £ soqlz i

] = x ¥

o 8 *

;

3 3

4 16 64 256 4 16 64 256 4 16 64 256 4 16 64 256 4 16 64 256 4 16 64 256

Factor de Diluigiio Factor de Dilui¢iio

150 D
7d 14d 21d

100 ---onremsressnsnnnanocnnes

*%

50

Actividade da FATR (% Controlo Negativo)
Actividade da FATR (% Controlo Negativo)

0
4 16 64 256 4 16 64 256 4 16 64 256 4 16 64 256 4 16 64 256 4 16 64 256

Factor de Dilui¢fio Factor de Dilui¢iio

Figura 5 - Efeito da exposi¢do celular aos extractos sobre a actividade da FATR. As co-culturas de
células MG63 e PBMC foram expostas durante 7, 14 ou 21 dias a 5 concentragdes de extractos
obtidos a partir de amostras de cimento endodontico preparado sob diferentes condigdes: extrac¢do
dindmica (A) ou estatica (B), imediatamente ap6s prepara¢do do cimento, ou extrac¢do dindmica (C)
ou estatica (D), ap6s presa de 24h a 37°C. Todos os valores sdo expressos em percentagem dos
valores do controlo negativo. Legenda: Barras azuis, QOE, Barras vermelhas, OZE, *, p<0,05; **,
p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 (two-way ANOV A com post-test Bonferroni).

Quando comparamos os resultados obtidos com QOE e OZE, verificamos que,
apenas com excepgdes pontuais, a exposicdo aos extractos de OZE se traduz numa
maior diminui¢do da actividade enziméatica do que a exposicao aos extractos de QOE.
De facto, a actividade da FATR nas culturas celulares expostas a extractos de QOE ¢,
genericamente, superior ou igual a que se observa nas culturas expostas a extractos de
OZE. Este efeito diferencial encontra-se bem representado no grafico B da figura 5,
onde podemos observar que a actividade enzimatica nas culturas expostas durante 7 dias

aos extractos de QOE ¢ sempre superior & que se observa nas culturas expostas a
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Figura 6 - Efeito das condigdes de preparagdo dos cimentos sobre a actividade da FATR. As co-
culturas MG63-PBMC foram expostas durante 7, 14 ¢ 21 dias a 5 concentragdes dos extractos obtidos
dos cimentos endodonticos por extrac¢do dindmica. Legenda: F, extraccdo imediatamente apos a
preparagdo do cimento, P, extracg¢do apds presa do cimento durante 24h a 37°C, *, p<0,05; **,
p<0,01; ***  p<0,001; **** p<0,0001 (two-way ANOVA com post-test Bonferroni). Todos os
valores sdo expressos como percentagens dos valores para o correspondente controlo negativo.

extractos de OZE para o mesmo periodo de tempo. Nos restantes tempos de exposicao,
ndo se observa qualquer diferenca significativa entre o efeito de um cimento ou do
outro. A andlise dos resultados revela ainda que, pontualmente, a actividade da FATR ¢
superior nas culturas expostas a extractos obtidos de OZE. De facto, observamos uma
diferenca estatisticamente significativa nas culturas expostas durante 14 dias as
dilui¢des 1:4 e 1:16 dos extractos obtidos de amostras de cimento apos presa de 24h a
37 °C, por extracg¢ao estatica, bem como, nas culturas expostas durante 7 ¢ 21 dias a
dilui¢do 1:4 dos extractos preparados por extrac¢do dindmica imediatamente apos a
preparacdo dos cimentos. Nas restantes condicdes experimentais, a actividade
enzimdtica associada com a exposicdo aos extractos de QOE ¢ superior ou ndo
apresenta diferenca estatisticamente significativa relativamente aos valores obtidos para

os extractos de OZE.

A andlise de variancia (two-way ANOVA) demonstra um efeito significativo do
factor cimento endodontico sobre os resultados obtidos apos a exposi¢do aos extractos
durante 7 e 14 dias. Por outro lado, os resultados obtidos apds 21 dias de exposicao
celular a extractos obtidos por extraccdo estatica nao demonstram estatisticamente

diferengas entre os cimentos.

A andlise dos resultados obtidos para as diferentes condi¢des de preparacao de
cada cimento, isto ¢, extrac¢do realizada imediatamente apds a preparacdo do cimento e

extrac¢ao apos 24h de presa a 37° C, revelou diferengas estatisticamente significativas
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quanto ao efeito dos extractos preparados por extrac¢do dindmica e estatica (figuras 6 e
7). No entanto, nao se constata uma tendéncia geral, relativo a um ou outro cimento, que
perpasse os diferentes periodos de exposicao celular analisados e as diferentes

condi¢des de extracgao.
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Figura 7 - Efeito das condigdes de preparagdo dos cimentos sobre a actividade da FATR. As co-
culturas MG63-PBMC foram expostas durante 7, 14 ¢ 21 dias a 5 concentragdes dos extractos obtidos
dos cimentos endodonticos por extrac¢do estatica. Legenda: F, extraccdo imediatamente apds a
preparagdo do cimento, P, extrac¢do apds presa do cimento durante 24h a 37°C, *, p<0,05; **,
p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 (two-way ANOVA com post-test Bonferroni). Todos os
valores sdo apresentados como percentagens dos obtidos para o correspondente controlo negativo.

Marcacio Citoquimica da Fosfatase Acida Tartarato-Resistente

A marcacao citoquimica para a FATR nas co-culturas MG63-PBMC revelou que
a exposi¢do celular aos extractos obtidos dos cimentos endodonticos se traduz numa
diminui¢do do ntimero de células a expressar a enzima. De facto, em quase todas as
condigdes experimentais analisadas se observou que nas culturas expostas aos extractos,
o numero de células positivas para a FATR foi sempre inferior ao observado nas
correspondentes culturas de controlo (figura 8). A tnica excepgao diz respeito as células
expostas a um extracto de OZE, obtido por extrac¢do estatica realizada imediatamente
apo6s a preparagao do cimento, diluido em meio de cultura por um factor de 256 (figura

8, grafico B). Na realidade, a exposicao a extractos diluidos por este factor, sob todas as
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condi¢des experimentais, resulta nas contagens mais elevadas de células com marcacao

para a FATR.

A andlise de variancia revelou uma diferenca estatisticamente significativa entre
os efeitos dos extractos dos cimentos em algumas das condi¢des experimentais,
designadamente, apos exposi¢do de 14 e 21 dias a extractos obtidos por extraccio
dinamica apds a presa e apds exposicao de 21 dias a extractos obtidos por extrac¢ao
estatica realizada imediatamente apoOs a preparacdo do cimento (figura 8, graficos B e
C). Contudo, ndo se distingue uma tendéncia subjacente nem tdo pouco se observam
resultados consistentes entre diferentes ou sob as mesmas condi¢gdes experimentais. A

esta conclusdo ndo sera alheia a elevada variabilidade patente nos resultados obtidos.
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Figura 8 - Efeito da exposigdo celular aos extractos sobre o nimero de células a expressar FATR. As
co-culturas de células MG63 e PBMC foram expostas durante 14 ou 21 dias a 5 concentragdes de
extractos obtidos a partir de amostras de cimento endodontico preparado sob diferentes condigdes:
extracdo dindmica (A) ou estatica (B) imediatamente apds preparagdo do cimento, ou extraccio
dindmica (C) ou estatica (D) apds presa de 24h a 37°C. Todos os valores sdo expressos como
percentagens dos valores obtidos o controlo negativo. Legenda: 14d e 21d, exposi¢do celular de 14 ou
21 dias, Barras azuis, QOE, Barras vermelhas, OZE, *, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001; ****
p<0.0001 (two-wav ANOV A com pnost-test Bonferroni).
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Marcagio Imunocitoquimica da Fosfatase Acida Tartarato-Resistente

A figura 9 apresenta imagens representativas das co-culturas MG63-PBMC onde
se pode observar a presenca de anéis de actina, a azul, e dos marcadores osteoclasticos
VNR e CTR, a verde. A marcacdo imunocitoquimica demonstrou uma densidade
celular, aparentemente, analoga & que se observou para a marcacdo da FATR para a

mesma dilui¢cdo dos extractos.
. .

Figura 9 — Imagens representativas da marcacdo imunocitoquimica das co-culturas MG63-PBMC. As
células foram expostas durante 21 dias a extractos de QOE (B ¢ E) ou de OZE (C e F), obtidos por
extraccdo estatica de amostras sujeitas a presa de 24h a 37°C, ou apenas meio de cultura completo (A
e D), controlo negativo. Marcacdo da actina a azul, do VNR (A, B e C) e do CTR (D, E e F), a verde.
Barra: 80 um.

Reabsorcao de Fosfato de Calcio

Avaliamos a reabsorcdo de fosfato de calcio nas co-culturas MG63-PBMC
expostas a diluicdo 1:64 dos extractos obtidos dos cimentos endodonticos, tendo
observado que em todas condi¢des experimentais se verificou reabsorcao com formagao
das lacunas correspondentes. As figuras 10 e 11 apresentam imagens representativas da

reabsor¢do do filme de fosfato de célcio para cada uma das condigdes experimentais
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Figura 10 — Reabsorcdo de fosfato de célcio (QOE). Imagens representativas correspondentes as
culturas celulares expostas a extractos obtidos de cimento de QOE sob diferentes condi¢des de
preparagdo e extraccdo: extrac¢do dindmica (A) e estatica (B) imediatamente apos a preparagdo do
cimento, extrac¢do dindmica (C) e estatica (D) apods presa de 24h a 37°C

Figura 11 — Reabsor¢do de fosfato de calcio (OZE). Imagens representativas correspondentes as
culturas celulares expostas a extractos obtidos de cimento de OZE sob diferentes condi¢des de
preparagdo e extraccdo: extrac¢do dindmica (A) e estatica (B) imediatamente apos a preparagdo do
cimento, extrac¢do dindmica (C) e estatica (D) ap6s presa de 24h a 37°C
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A quantifica¢do da area reabsorvida em cada poco de cultura permitiu verificar
que a exposi¢ao celular aos extractos de QOE se traduz numa reabsor¢ao maior do que a
exposicao aos extractos obtidos de OZE, excepto no caso dos extractos obtidos por
extrac¢cdo dindmica realizada imediatamente apds a preparagao do cimento, caso no qual
corresponde uma maior reabsor¢ao a exposicao ao extracto de OZE (figura 12, grafico
A). Estes resultados espelham fidedignamente os obtidos na determinagao da actividade
da FATR apds exposi¢ao das células a mesma diluicao dos extractos (figura 12, grafico
B). Porém, deve-se salientar que, apesar de ambos expressos em termos percentuais, os
resultados referentes a actividade enzimatica sdo normalizados para o conteudo proteico

das culturas respectivas, enquanto os resultados da reabsor¢do sdo absolutos
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Figura 12 - Reabsorcdo de fosfato de calcio (A) e actividade da FATR (B). Culturas celulares
expostas durante 21 dias a uma diluigdo 1:64 de extractos obtidos a partir de amostras de cimento
endodontico preparado sob diferentes condigdes: extraccdo dindmica (EFD) ou estatica (EFE)
imediatamente apos preparagdo do cimento, extrac¢do dindmica (EPD) ou estatica (EPE) apos presa
de 24h a 37°C. A reabsorg¢do foi quantificada por integracdo das areas lacunares, observadas em 8
imagens diferentes seleccionadas aleatoriamente de cada condi¢do experimental. Todos os valores
foram calculados como percentagens relativamente aos valores obtidos no mesmo dia para OZE-EFD
(grafico A) ou o correspondente controlo negativo (grafico B). Legenda: QOE, barras azuis, OZE,
barras vermelhas, *, p< 0,0001, (teste de Mann-Whitney).
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Discussao

Varios estudos publicados ao longo dos anos sobre a compatibilidade biologica
dos materiais de selamento endodontico revelaram que muitos apresentam propriedades

citotoxicas in vitro e in vivo, tendo sido descritos efeitos de toxicidade celular directa

16,17 15,18

e indirecta ™ °, efeitos pr(')-inﬂamat(')rios22 e, inclusivamente, efeitos mutagénicos.26
Uma vez que que se trata de substancias destinadas a permanecer em contacto directo
ou indirecto com os tecidos periodontais e, em muitas ocasides, com lesdes
periradiculares, importa aferir rigorosamente a sua biocompatibilidade para que seja
possivel garantir a seguranca dos doentes e o sucesso do tratamento endodontico

realizado. Os ensaios de compatibilidade in vifro constituem o primeiro passo nesta

avaliacao.

Neste trabalho, visamos avaliar um novo cimento endodontico, constituido por
quitosano, 6xido de zinco e eugenol (QOE), recorrendo a dois modelos experimentais in
vitro para testar os seus efeitos sobre o componente celular do osso alveolar face aos
efeitos promovidos pelo 6xido de zinco-eugenol (OZE). Com este objectivo em mente,
utilizamos culturas de células MG63, uma linha celular de osteossarcoma humano que
expressa muitas das propriedades dos osteoblastos ¢ ¢ amplamente utilizada em ensaios
de biocompatibilidade, bem como, co-culturas de células MG63 e PBMC, nas quais se
observa a expressio de marcadores moleculares e fungdes caracteristicas dos
osteoclastos nas células PBMC diferenciadas. De facto, observamos nestas co-culturas
diversas evidéncias de diferenciagdo osteoclastica, designadamente, a presenca de anéis
de actina, a expressdo de receptores para a calcitonina e receptores para a vibronectina,
bem como, actividade da fosfatase acida tartarato-resistente (FATR) e reabsor¢ao de um
filme de fosfato de célcio. Com o primeiro modelo, visdmos investigar o efeito toxico
dos componentes extraidos dos cimentos endodonticos sobre os osteoblastos do osso
alveolar, com o segundo, investigdmos a influéncia destes componentes sobre a

diferenciagdo ¢ actividade osteoclastica.

Os resultados obtidos nos ensaios de viabilidade celular demonstraram
claramente que ambos os cimentos apresentam potencial citotoéxico, produzindo uma
diminui¢do marcada da viabilidade celular dependente da concentracdo. Nao obstante,

os resultados para os dois periodos de exposicao celular testados indicam que o QOE ¢
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menos citotoxico que o OZE. Este efeito podera dever-se ao menor contetido em 6xido
de zinco ou outro componente do p6é no cimento de QOE relativamente ao cimento de
OZE, menos 25% (p/p) do conteudo em po, pois, apesar de se reconhecer que a
toxicidade do OZE se deve principalmente a libertacdo de eugenol, alguns resultados
indicam que também o 6xido de zinco possui potencial citotoxico.”” Por outro lado,
apesar da formulacdo do QOE testada apresentar o mesmo contetido em eugenol que o
OZE, a libertacdo deste componente citotoxico para o meio de extraccdo pode ser
reduzida pela interaccdo com o quitosano presente no cimento. No entanto, esta
interac¢do hipotética ndo se encontra descrita na literatura, pelo que a clarificagdo da

causa subjacente a menor toxicidade do QOE face ao OZE requer estudos adicionais.

Apesar de se ter verificado, para a generalidade das condi¢des experimentais,
uma diminui¢do de viabilidade celular mais marcada nas culturas expostas a extractos
de OZE do que nas culturas expostas a extractos de QOE, especialmente com os
extractos menos concentrados, os resultados foram mais ambiguos para os extractos
obtidos de cimento preparado imediatamente antes da extrac¢do dindmica. E possivel
que estas condi¢des propiciassem a producao de um extracto mais concentrado, devido
uma maior desagrega¢do mecanica da amostra e solubilizagdo de componentes dos
cimentos, apesar de isto ndo se ter constatado macroscopicamente. Assim sendo, 0s
resultados reflectiriam o que se observou nas restantes condi¢des experimentais para os
extractos menos diluidos, ou seja, uma diferengca de efeitos menos marcada ou até

inexistente entre os dois cimentos.

Na realidade, quando comparamos os dois métodos de preparagdo das amostras
de cimento, verificAmos que estes ndo tém influéncia no resultado quando as amostras
sdao extraidas de forma estatica. Contudo, a exposicao celular a extractos obtidos por
extraccdo dindmica resulta em diferencas significativas entre os cimentos sujeitos a
presa e os cimentos extraidos imediatamente apos a sua espatulacdo. No caso do QOE, a
presa do cimento parece diminuir o seu potencial de toxicidade, o que seria espectavel,
uma vez que a maior agregacao do cimento resultante da presa dificultaria a dissolucao
dos seus componentes. No entanto, no caso do OZE, ¢ o cimento apos a presa que
parece possuir maior citotoxicidade. E possivel que esta diferenca de comportamento
entre cimentos reflicta diferencas nas suas propriedades mecanicas, uma vez que a
extrac¢ao dinamica envolve também uma acg¢ao fisica sobre as amostras. No entanto, ¢

dificil extrapolar conclusdes a partir destes resultados quanto ao comportamento clinico
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expectavel destes cimentos. Porém, ¢ possivel que o QOE produza menor toxicidade
celular a medida que toma presa, em linha com o que se observa para outros cimentos

. 18,2
endodonticos.'® 8

\

A analise dos resultados referentes a actividade da FATR, um marcador
funcional dos osteoclastos, revelou que ambos os cimentos induzem uma diminui¢ao da
actividade enzimatica que tende a ser mais acentuada com a crescente concentracao dos
extractos. Todavia, quando comparados os efeitos dos dois cimentos, verificou-se uma
tendéncia clara para uma inibi¢do da actividade da FATR mais pronunciada apds a

exposicao celular aos extractos de OZE do que apds exposi¢cao ao QOE.

Estes resultados foram, em certa medida, confirmados na experiéncia de
reabsor¢ao do fosfato de calcio, pois, este ensaio revelou um padrao de efeitos da
exposicao aos extractos diluidos 1:64 andlogo ao observado no ensaio da actividade da
FATR. Curiosamente, os resultados da exposicdo celular aos extractos (1:64) obtidos
por extracgdo realizada imediatamente apos a preparagdo das amostras (EFD), tanto
para a actividade da FATR como para a reabsor¢do, contrariam a tendéncia observada

para as restantes condi¢des com 0s mesmos extractos.

A causa do efeito diferencial dos cimentos sobre a actividade da FATR e
reabsorcdo poderd ndo se dever a uma diferenca no nimero de osteoclastos viaveis e a
expressar a enzima, uma vez que para a diluicdo de extractos em causa (1:64), ndo se
registou uma diferenca estatisticamente significativa no numero de células com
marcagdo citoquimica de actividade da FATR. E possivel que, dadas as diferencas
observadas no ensaio de viabilidade celular para as células MG63, as diferencas de
efeitos dos dois cimentos sobre a reabsorcdo e actividade da FATR se devam a uma
diferenca no seu efeito sobre as células MG63, uma vez que a diferenciagdo
osteoclastica das células PBMC ¢ induzida de forma parécrina pelas primeiras.24 No
entanto, as diferengas observadas também se poderdo dever a uma inibigdo ndo

especifica do metabolismo das células PBMC, ou dos dois tipos celulares.

Quando comparados os resultados obtidos para os dois métodos de preparagao
dos cimentos, verificamos que apesar de se registarem diferencas estatisticamente
significativas, tanto para a extrac¢cdo dindmica como estatica, a interpretacao dos efeitos
observados ¢ dificil. De facto, a tendéncia que se observa para um dado cimento, apds
um determinado tempo de exposi¢do e numa condi¢do particular de extrac¢do, ndo se
reflecte nos outros tempos de exposi¢do ou na outra condi¢do de extrac¢do. E possivel,
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que a complexidade dos efeitos observados se possa dever a uma alteragdo da evolugdo
da cultura celular durante os periodos testados sob exposi¢ao aos extractos, contudo, na

auséncia de outros dados, as interpretagcdes sao especulativas.

Conclusoes

Este trabalho demonstra que o cimento de QOE, comparativamente ao OZE, tem
menor efeito citotoxico sobre as células MG63 e um menor efeito inibitorio sobre a
diferenciagdo e actividade osteoclastica das células PBMC, sugerindo que serd melhor
tolerado pelos tecidos perirradiculares. De facto, os resultados indicam que o novo
cimento endodontico de QOE apresenta um perfil de biocompatibilidade superior ao do
cimento de o6xido de zinco-eugenol, material comummente utilizado no tratamento
endodontico, pelo que dados os resultados e o perfil de biocompatibilidade favoravel do
quitosano, o cimento de QOE podera constituir, em breve, uma alternativa aos cimentos

endodonticos actualmente disponiveis.
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