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RESUMO

Objetivo: O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial citotoxico de trés
diferentes pastas endodonticas para uso em Odontopediatria, em culturas celulares
de osteoblastos humanos.

Materiais e Metodos: As pastas endododnticas Calen PMCC (S.S.White Artigos
Dentéarios LTDA, Rio de Janeiro, Brasil), Feapex (Formula e A¢do, S&o Paulo, Brasil)
e CTZ (Lenzafarm, Belo Horizonte, Brasil) foram preparadas e eluidos em meio de
cultura celular durante 24 horas a 37°C em estufa de 5% de CO.. Foram realizadas
quatro diluicdes distintas destes meios nas concentracdes 1:1, 1:2, 1:4, 1:8. Essas
diluicdes foram expostas a cultura celular de Osteoblastos Humanos da linhagem
Saos-2 por 24 horas. O grupo controle negativo foi realizado expondo as células a
meio de cultura celular sem contato com nenhuma pasta endododntica. A citotoxicidade
destes meios de cultura foram avaliadas utilizando o ensaio MTT. Os resultados foram
transformados em porcentagens de células viaveis com relacdo ao grupo controle e
negativo e analisados estatisticamente a partir da Analise Univariada da Variancia
(ANOVA) e pelo teste de Tukey utilizando o software SPSS 16.0 (P < 0.05).
Resultados: O ensaio de MTT mostrou que a viabilidade celular foi significativamente
alterada de acordo com o material testado (P<0.05) e com a concentracéo do extrato
(P<0.05). Em todas as concentracfes testadas a pasta Feapex apresentou maior
viabilidade celular do que os demais materiais testados (P< 0.05). Embora nenhuma
diferenca estatisticamente significante tenha sido observada entre a pasta Calen
PMCC e a pasta CTZ nas concentragfes de 1:1 e 1:2 (P>0.05), a pasta CTZ
apresentou maior citotoxicidade nas concentracfes de 1:4 e 1:8 (P<0.05). De forma
geral, a citotoxicidade diminui com o aumento da diluicdo do material.

Conclusao: De acordo com os resultados do presente estudo, pode-se concluir que
a pasta endodontica Feapex apresentou menor citotoxicidade do que as pastas Calen
PMCC e CTZ.

Palavras-Chave: Pasta Calen PMCC, Feapex, CTZ, endodontia em dentes deciduos



ABSTRACT

Objective: The aim of the present work was to evaluate the cytotoxic potential of three
different endodontic pastes for use in pediatric dentistry in human osteoblast cell
cultures.

Materials and Methods: Endodontic pastes Calen PMCC (SSWhite Dental Articles
LTDA, Rio de Janeiro, Brazil), Feapex (Formula and Action, Sao Paulo, Brazil) and
CTZ (Lenzafarm, Belo Horizonte, Brazil) were prepared and eluted in cell culture
medium during 24 hours at 37 ° C in a 5% CO2 greenhouse. Four distinct dilutions of
these media were performed at concentrations 1: 1, 1: 2, 1: 4, 1: 8. These dilutions
were exposed to cell culture of Saos-2 Human Osteoblasts for 24 hours. The negative
control group was performed by exposing the cells to cell culture medium without
contact with any endodontic paste. The cytotoxicity of these culture media was
evaluated using the MTT assay. The results were transformed into viable cell
percentages in relation to the control and negative group and statistically analyzed by
Univariate Analysis of Variance (ANOVA) and by Tukey test using the SPSS 16.0
software (P <0.05).

Results: The MTT assay showed that cell viability was significantly altered according
to the material tested (P <0.05) and extract concentration (P <0.05). At all
concentrations tested, Feapex pulp presented higher cell viability than the other
materials tested (P <0.05). Although no statistically significant difference was observed
between Calen PMCC paste and CTZ paste at concentrations of 1: 1 and 1: 2 (P>
0.05), CTZ paste showed higher cytotoxicity at concentrations of 1: 4 and 1: 8 (P
<0.05). In general, cytotoxicity decreases with increasing material dilution.
Conclusion: According to the results of the present study, it can be concluded that
Feapex endodontic paste presented lower cytotoxicity than Calen PMCC and CTZ

pastes.

Keywords: Calen PMCC paste, Feapex, CTZ, endodontics in deciduous teeth
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1. INTRODUCAO

A manutencdo dos dentes deciduos em condicfes saudaveis até o periodo de
esfoliacao fisioldgica é considerada um grande desafio clinico (Guedes-Pinto; Duarte
1998). Na Odontopediatria, quando a necessidade de intervencdo nos condutos
radiculares, a reacdo biologica dos tecidos pulpares ou periapicais € semelhante aos
verificados nos dentes permanentes, com excecdo dos fenédmenos fisioldgicos da
reabsorcéo radicular verificada nos dentes deciduos (Lactiva et al, 2012). Os dentes
afetados devem ser cuidados e conservados na arcada dentaria como mantenedores
de espaco natural, contanto que possam ser restaurados para a sua incumbéncia
(Rajasekhar et al, 2018). A perda desse elemento implicara em sequelas, dentre as
qguais se destacam a perda do espaco para erupcdo do permanente e problemas
relacionados a fonética, fungcdo mastigatéria e estética (Guedes-Pinto; Duarte,1998;

Camp.2000).

Os obstaculos na terapia pulpar em dentes deciduos, estdo associados a
instrumentacdo, como a curvatura da raiz dos molares, o grande numero de canais
colaterais, 0 processo fisioldgico de reabsorcéo radicular e a viabilidade de dano ao
periodonto e aos germes dos dentes permanentes (Cerqueira et al, 2007). Com isso
levaram-se a pesquisa de materiais obturadores que pudesse superar todos 0s
obstaculos da terapia pulpar (Cerqueira et al, 2007).

Um material de obturacdo endoddntico padréo para dentes deciduos deve conter
uma série de atributos que o tornem oportuno para uso. Este material deve possuir
uma taxa de reabsorcdo semelhante a da raiz e em casos de extravasamento aos
tecidos periapicais o0 mesmo deve ser naturalmente reabsorvido. Além disso, o
material deve apresentar baixa toxicidade aos tecidos periapicais e ao germe do dente
permanente. Possuir um escoamento adequado com o intuito de fluir facilmente para
a complexa anatomia dos canais radiculares. Também deve dispor da propriedade
anti-séptica para permitir a desinfec¢éo do contetdo toxico pulpar bem como coibir o
crescimento de microrganismos no interior do sistema de canais radiculares (Pilownic
et al, 2017). Contudo, ainda n&o foi desenvolvida uma Unica pasta capaz de preencher

todos esses requisitos.

Dentre as pastas obturadoras encontradas no mercado, as mais utilizadas em

Odontopediatria sédo as: pastas a base de éxido de zinco e eugenol, pasta a base de
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hidréxido de célcio e pastas que contém iodoférmio em sua formulacdo como por
exemplo as pastas Vitapex (NEO DENTAL INTERNATIONAL INC, USA) e Feapex

(Formula e acdo, Séao Paulo, Brasil) (Dunston, Coll, 2008).

As pastas a base de 6xido de zinco e eugenol (OZE) tem atuacdo antimicrobiana
restrita e tende a reabsorver em ritmo mais lento que as raizes dos dentes deciduos
(Pilownic et al, 2017). Quando submetido além do &pice, pode influenciar a erupcao
dos dentes permanentes (Reddy; Ramakrishna, 2007). Tais pastas sao irritantes ao
tecido periapical e desencadeiam uma reacgéao inflamatdria de corpo estranho no tecido
periapical (Mostazavi; Mesbahi, 2004). As pastas a base de hidroxido de calcio, tem
atuacao antimicrobiana, cabido ao seu pH elevado e a liberacdo de ions hidroxila e
calcio (Estrela et al, 1995). As mesmas sdo consideradas biocompativeis, agem na
formacao de tecido mineralizado e contam com um adequado grau de reabsorcao
(Pilownic et al, 20017). Ja a pasta Vitapex, formada pelo acréscimo de iodoférmio e
silicone ao hidréxido de calcio, apresenta-se mais radiopaca e muito biocompativel,
mas com poténcial de reabsor¢cédo dos canais radiculares maior que as raizes dos
dentes deciduos (Cunha, 2005).

Além dessas pastas, uma pasta endoddntica composta por cloranfenicol,
tetraciclina, 6xido de zinco e eugenol (Pasta CTZ; propor¢ao 1:1:2 respectivamente)
também tem sido indicada como uma alternativa para preenchimento dos canais
radiculares de dentes deciduos (Cappiello 1964). A técnica da pasta CTZ pode ser
indicada independente do diagnéstico pulpar e ndo necessita de instrumentacéo dos
canais radiculares (Leal et al,2004). Com isso, Passos et al (2008) concluiram que a
terapia pulpar com a pasta CTZ é facilmente aplicada trazendo beneficios no tempo
de cadeira do paciente pediatrico. Com relacdo a biocompatibilidade da mesma os
resultados mostram-se conflitantes. Em um estudo no qual foram implementados
tubos contendo as pastas a base de hidroxido de calcio, a base de iodoféormio e a
pasta CTZ em mandibulas de porquinhos-da-india foi demonstrado que a pasta CTZ
induziu resposta inflamatdria severa mesmo apos 12 semanas de implementacao
(Lactiva et al. 2012). Em contrapartida, um estudo realizado em camundongos revelou
que, a despeito de apresentar uma inflamacdo severa nos periodos iniciais de
implementagdo, a pasta CTZ se mostrou biocompativel apos 63 dias de
implementacgédo (Lima et al. 2014). Diante da inconsisténcia de resultados, uma melhor

elucidacao dos efeitos biologicos da pasta CTZ se faz necessaria.



15

Dessa forma, o objetivo do presente estudo é avaliar a citotoxicidade da pasta
CTZ e comparar os resultados obtidos por ela com as pastas Calen PMCC e Feapex.
A hipotese nula testada é de que nao existe diferenca na citotoxicidade das diferentes

pastas testadas.

2. Revisado de Literatura

As pastas obturadoras assumem um papel fundamental para que o preparo do
elemento dentario desenvolva se de acordo com padrdes bioldgicos normais (Holan;
Fucks, 1993). Sendo assim, de acordo com Waterhouse e colaboradores (2011) o

material ideal para obturag&o de canais radiculares em dentes deciduos deve:
eSer reabsorvivel numa taxa similar as raizes deciduas;

eNao ser toxico para os tecidos periapicais bem como para o germe do dente

permanente;

eReabsorver rapidamente quando extravasado além do apice;
eSer antisséptico;

eSer de facil preenchimento do sistema de canais radiculares;
ePossuir adesao as paredes do canal radicular;

eSer facilmente removido, quando necessario;

eSer radiopaco;

eNao provocar escurecimento dos elementos dentarios.

Embora a busca por um material dito ideal, ou seja, que possua todas essas
propriedades em conjunto, até o presente momento nenhuma pasta obturadora é

capaz de preencher todos 0s critérios expostos.
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2.1- Pasta a base de hidréxido de calcio associado ao paramonoclorofenol canforado
(Calen PMCC).

Embora possa ser manipulada, a pasta a base de hidréxido de célcio associado
ao paramonoclorofenol canforado mais utilizada em formulacdo comercial € a pasta
Calen PMCC (S.S.White Artigos Dentarios LTDA, Rio de Janeiro, Brasil). Segundo o
fabricante esta pasta € homogénea, levemente amarelada, alcalina, hidrossoluvel,

com odor de paramonoclorofenol canforado e pronto para uso imediato.
» Formula de Composicao:

De acordo com Siqueira e colaboradores (2015) o hidréxido de calcio trata-se
de uma base forte, obtida a partir da calcinacdo (aquecimento) do carbonato de calcio
(cal viva) e com a hidratacdo do 6xido de célcio. As propriedades derivam de sua
dissociacao ibnica em ions calcio e ions hidroxila, sendo que a acdo destes ions sobre
os tecidos e 0s microrganismos explicam as propriedades biolégicas e

antimicrobianas desta substancia.

O uso do PMC fundamenta-se nas propriedades antissépticas do fenol e do ion
cloro. Apresenta-se sob a forma de cristais e possui odor fendlico caracteristico. A
combina¢do do PMC com a canfora tem com o objetivo de potencializar a atividade
antimicrobiana e reduzir a citotoxicidade do medicamento. Essa associacdo do PMC
com a canfora em partes variaveis, forma-se uma mistura liquida denominada
paramonoclorofenol canforado (PMCC). Comercialmente est4d associado na
proporcao de 3,5:6,5 (S.S White). O PMCC apresenta baixa tensédo superficial e &
soltvel em lipidios, estas caracteristicas permitem que a substancia apresente maior
penetrabilidade tecidual, aumentando seu raio de atuacdo dentro do sistema de

canais.

Os veiculos viscosos como a Glicerina, embora sejam soluveis em agua em
qualquer proporcdo, tornam a dissociagdo do hidroxido de calcio mais lenta,
provavelmente em razdo de seu elevado peso molecular. Apresenta-se como um

liguido viscoso, higroscopico, incolor, com odor leve caracteristico e sabor adocicado.

As demais substancias adicionais tém sido acrescidas ao hidroxido de calcio
no intuito de melhorar suas propriedades fisico-quimicas para utilizacao clinica, como

a propria radiopacidade.
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Tabela 1. Formula de Composicéo S.S. White Artigos Dentérios Ltda

» Apresentacdo Comercial:
Estojo de Calen com paramonoclorofenol canforado contendo:

- 2 Tubetes plasticos, cada um com 2,79 de pasta cada tubete
- 2 tubetes plésticos com 2,29 de glicerina

]

 SwWE |
Calen PMCC

PASTA DE HIDROXIDO DE CALCIO COM '
PARAMONOCLOROFENOL CANFORADO

Figura 1. Estojo de Calen PMCC
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» Modo de utilizagdo segundo as instru¢des do fabricante:

1. Coloque na seringa endoddntica ML, de émbolo rosqueavel para aplicacdo de
Pasta Endodontica, uma agulha descartavel 27 G-LONGA, previamente recurvada,

guando for o caso, provida de tope de borracha (odontometria).
2. Desenrosque completamente o émbolo.

3. Mantenha a seringa na posigao vertical, introduza o tubete. Em seguida, empurre-
o para a frente de modo que a agulha perfure a membrana de borracha do tubete.
Atencéo: Evite que a capa de aluminio bata na agulha fazendo-a entortar prejudicando

o fluxo do material e implicando na substituicdo desta.
4. Rosqueie o émbolo até encosta-lo levemente no pistdo do tubete.

5. Lubrifique a luz da agulha com a glicerina estéril fornecida no kit, num tubete. Este

procedimento favorecera a passagem da pasta.

6. Retire o tubete com glicerina e coloque o de Hidréxido de Célcio com
Paramonoclorofenol Canforado, tomando-se o cuidado em manter a seringa na

posicao vertical.

7. Com a seringa na posigéo vertical, rosqueie suavemente o émbolo no sentido
horério até fluir a pasta. Para ndo se exercer demasiada pressao e consequentemente

extravasamento da pasta, o rosqueamento deve ser executado gradualmente.

8. Desenrosque o0 émbolo até que a pasta deixe de fluir. Limpe a ponta da agulha com

uma gaze esterilizada.

9. Retorne com o0 émbolo até que ele toque sem pressado no pistdo de borracha do

tubete.

10. Leve a agulha ao interior do canal radicular, até o comprimento de trabalho e a
seguir, dar uma volta completa ao émbolo, para que a pasta flua na quantidade
desejada com movimentos de vaivém, procurando se preencher totalmente o canal

radicular.

11. Ap6s o preenchimento do canal radicular, observado pelo refluxo da pasta,

cologue uma mecha de papel absorvente estéril na cavidade pulpar, e em seguida
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sele a abertura com cimento de presa rapida a base de 6xido de zinco e eugenol -
Pulpo-San (S.S. White).

CEEEREERRELE LD 110

&

BN PRACC

Figura 2. Modo de utilizagdo segundo o Fabricante. (A) Seringa Endodontica ML, de
émbolo rosqueével. (B) Seringa Endodontica ML com Agulha descartavel 27 G- Longa
e Tubete de Glicerina. (C) Seringa Endodontica ML com Agulha descartavel 27 G-
Longa e Tubete de Calen PMCC.

» Vantagens e Desvantagens:

A pasta de Calen com PMCC tem como principal vantagem a sua propriedade
antimicrobiana devido ao seu pH e a dissociacdo ibnica, liberando ions hidroxila e
calcio (Estrela et al,1995). Aliado a isto, nelas podem ser usadas com varios veiculos.
Os veiculos viscosos e aquasos contribuindo para a fluidez, facilitando assim a
inser¢cdo no canal radicular e melhorando o desempenho antimicrobiano (Fava e
Saunders, 1999; Blancet at al,2008). No interior do conduto possuem a propriedade
indutora de formacgédo de tecido mineralizado, e em caso de extravasamento, n&do

agridem os tecidos periapicais, isto é devido a sua biocompatibilidade (Pilownic et al,
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2017). A facilidade de visualizar o preenchimento no interior dos canais radiculares se
da através da sua radiopacidade (S.S White Artigos Dentérios Ltda). Além das
vantagens descritas acima, a pasta é de facil aquisicdo e armazenagem, uma vez que

nao necessita de receituario nem de refrigeracao.

Entretanto, a pasta quando utilizada no dente deciduo tem como desvantagem,
0 ndo acompanhamento do processo de reabsorcdo fisiolégica da raiz,
desaparecendo precocemente, sendo essa sua grande desvantagem (Estrela et al,
1995; RajaSekhar et al, 2018).

2.2 - Pasta a base de hidroxido de célcio e iodoformio (Feapex/ Vitapex):

Embora possa ser manipulada, a pasta a base de hidroxido de célcio e
iodoférmio em veiculo viscoso mais utilizada em formulacdo comercial é a pasta
Feapex (Formula e acdo, S&o Paulo, Brasil) ou Vitapex (NEO DENTAL
INTERNATIONAL INC, USA). Estudos relatam excelentes resultados clinicos,
radiograficos e histologicos. Segundo o fabricante a pasta € reabsorvivel, ndo toxica
para os tecidos periapicais e o germe do dente permanente, radiopaca e de aplicacao

rapida e simples. Pronta para uso imediato.
» Formula de Composicéo:

De acordo com o fabricante o hidroxido de calcio estimula as células “blastos”
auxiliando a apicogénese. O indice de pH elevado neutraliza as endotoxinas
produzidas pelas bactérias anaerdbias.O iodoforme tem acéo bacteriostatica e ajuda
no aumento da radiopacidade. Ja o 6leo de Silicone é um lubrificante, assegura a
cobertura total das paredes do canal, nunca endurece e o hidréxido de célcio

solubilizado permanece ativo no canal radicular.

Tabela 2. Férmula de Composicéo Formula e Acgéo.
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» Apresentacao Comercial:

Embalagem contendo 2g de pasta por seringa com 10 pontas descartaveis.

Material para o Tratamento
., do Canal Radicular

Seringa de 29 - Refil
Seringa de 29 + 10 ponteiras endodénticas - Kit

Figura 3. Estojo comercial Feapex

» Modo de utilizacdo segundo as instru¢des do fabricante:

1- Inserir a ponta da seringa préxima do apice.

2- Pressionar a pasta Feapex para o interior do canal até este recuar para a
camara pulpar. Nesta altura torna-se necessario o manuseio cuidadoso afim de
se assegurar que 0 excesso da pasta Feapex ndo é extruido para além do

apice.
» Vantagens e Desvantagens:

A pasta feapex tem como principal vantagem os dois principais componentes
(hidréxido de caélcio e o iodoférmio) que séo responsaveis pelas suas propriedades
antimicrobianas mais elevadas (Mortazavi et al,2004). Considerado um material de
obturacéo de canal quase ideal para dentes deciduos (Kubota et al, 1992). A facilidade
de visualizar o preenchimento no interior dos canais radiculares se da através da sua
radiopacidade elevada (Formula e acdo). A aplicagéo € simples e rapida, com acesso

facil ao apice gracas as ponteiras aplicadoras (Formula e acéo). A pasta é reabsorvivel
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e ndo téxica para os tecidos periapicais e o germe do dente permanente (Formula e
acdo). Além das vantagens descritas acima, a pasta é de facil aquisicdo e
armazenagem, uma vez que ndo necessita de receituario nem de refrigeracao.
Entretanto, tem como desvantagem a rapida reabsor¢do, causando vazios no canal
radicular e levando a formacg&o de tubos ocos (Al-Ostwani et al, 2016; RajaSkhar et
al, 2018).

2.3- Pasta a base de 6xido de zinco, eugenol, Cloranfenicol e Tetraciclina (CTZ):

Pasta manipulada, & base de oOxido de zinco, cloranfenicol, Tetraciclina e
eugenol. Conhecida como pasta CTZ. Segundo o fabricante esta pasta é homogénea
guando misturada, coloracéo branca, necessita de receituario e ndo vem pronta para

uso imediato.
» Férmula de Composicéao:

De acordo com os fabricantes, o 6xido de zinco possui atividade antimicrobiana,
grande resisténcia e baixa solubilidade. Apresenta-se como um po finissimo branco,
inodoro, insipido e insento de particulas asperas. O eugenol é um forte antisséptico,
bactericida e anestésico. Possui odor caracteristico de cravo. Utilizado como veiculo.
A pasta de 6xido de zinco e eugenol possui um pH neutro (7,8), por isso ndo destroi
ou diminui a a¢do do antibiotico. J& a parte de antibidticos, como o cloranfenicol € um
farmaco bacteriostatico altamente potente frente as bactérias anaerdbicas. A
tetraciclina é eficaz contra bactérias aerébicas e anaerdbicas, tanto gram-positivas

quanto gram-negativas.

Tabela 3. Formula de Composicao Lenzafarm
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» Apresentacao Comercial:

Pote plastico de 10g com a parte de p6 e um vidro de 5ml com a parte liquida ou

também pode ser dispensada em capsulas no peso ideal para cada tratamento

200mg, por exemplo, para ser manipulado.

Figura 4. Estojo comercial CT

» Modo de utilizagdo segundo as instru¢des do fabricante:

1- Numa placa de vidro estéril manipule o p6 e o liquido na propor¢édo 1:2 com

uma espatula de metal até obter consisténcia semelhante a pasta de dente (Moura et

al, 2016)

Figura 5. Manipulacdo do CTZ
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» Vantagens e desvantagens:

A pasta CTZ tem como principal vantagem o uso de antibidticos como o
cloranfenicol e a tetraciclina (Yagiella et al, 2000). A técnica pode ser indicada
independente do diagnostico pulpar e ndo necessita de instrumentacdo dos canais
radiculares (Leal et al, 2004). A aplicacéo é simples trazendo beneficios no tempo de
cadeira do paciente pediatrico (Passos et al, 2008). Possui excelente resultado
radiografico (Moura et al, 2016). Além das vantagens descritas acima, a pasta € de

facil armazenamento uma vez que nao necessita de refrigeracédo (Lenzafarm).

Entretanto, a pasta tem como desvantagem a sua aquisicdo, uma vez que
necessite de receituario, pois contém antibioticos em sua formulacao. E também pode
apresentar como desvantagem a pigmentacdo da coroa dental do dente deciduo
(Silva, Leache,2010; Souza et al,2014).

2.4- Propriedades Biologicas dos materiais obturadores:

As propriedades biolégicas sédo tdo importantes quanto as mecanicas e fisico-
quimicas na selecdo de um material. Materiais odontolégicos podem ser

biocompativeis e também apresentar atividade antimicrobiana.

7z

A biocompatibilidade do hidroxido de calcio é, sem duvida, uma de suas
caracteristicas em que ha unanimidade entre os autores. O fato de o hidréxido de
calcio apresentar uma difusibilidade baixa colabora para que ndo penetre em grande
guantidade no interior dos tecidos, ndo causando, dessa forma, areas extensas de
necrose, ja que sempre ocorre uma necrose superficial dos tecidos vivos quando

entram em contato com o hidréxido de calcio (Lopes; Siqueira JR, 1999).

Segundo Nurko et al (2000), a pasta de hidroxido de calcio com iodoférmio
(Vitapex), quando extruida na éarea de furca e na regido periapical pode ser

reabsorvida por macrofagos e ocorrer regeneracao 0ssea.

Entretanto, a pasta CTZ ndés-mostra uma variagdo de resultados. Bruno et al
(2006), concluiram que o uso do cimento CTZ, parece-se destituido de efeitos toxicos,

em pulpotomias realizadas em cées.



25

J& Lactiva et al (2012) em seu estudo com porquinhos-da-india e Lima et al
(2014) com o estudo com camundongos demonstraram que a pasta CTZ induz
resposta inflamatdria severa (mesmo apos 12 semanas ou nos periodos iniciais). Por
fim Lima et al no mesmo estudo mostra que ap6s 63 dias a pasta CTZ se torna

biocompativel.

Diante da inconsisténcia de resultados da pasta CTZ, uma melhor elucidagéo

dos efeitos biolégicos se faz necesséria.
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3. JUSTIFICATIVA

As pastas endodonticas utilizadas em Odontopediatria, tém sido indicadas com
a justificativa de que seriam biocompativeis. No entanto, um pequeno e controverso
namero de trabalhos cientificos avaliando essa biocompatibilidade, tem colocado em

davida a real citotoxicidade dessas pastas.



27

4. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo analisar o potencial citotoxico de trés
pastas endodonticas (Calen PMCC, Feapex e CTZ), em culturas de Osteoblastos
Humanos da linhagem Saos-2.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 - Materiais Endodonticos

As pastas manuseadas para este trabalho foram: Calen PMCC, Feapex e CTZ

cada uma manipulada conforme o seu fabricante.

Discos de cada material foram preparados sob condi¢cdes assépticas em um
molde (O’ring) estéril, conforme a norma ISO 6876, com 5.0 mm de diametro e
espessura 2.0 mm. Os moldes foram comportados por 24 horas em 37 °C em estufa
5%CO02. ApoGs as 24 horas, os moldes (O’rings) das pastas 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 uma estufa 5% CO2 por 24 horas.
Foi utilizado uma razéo entre a superficie da pasta endoddntica e o volume do meio

de aproximadamente 150mm ?/ml.

Figura 6. Molde O’ring
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5.2 - Cultura Celular

As células empregadas neste trabalho foram os Osteoblastos Humanos da
linhagem Saos-2. Inicialmente cultivadas em meio DMEM com 10% soro fetal bovino,

penicilina e estreptomicina a 37°C em estufa 5% COx.

O experimento foi feito em Triplicata, utilizando o total de 1X10° células/pogos
em placas de 96 pocos operando com uma suspencgao de 200 pl de meio de cultura,

sendo incubados por 24 horas a 37°C em estufa 5% CO..

Figura 7. Cultura Celular: (A) Células Osteoblastos Humanos da linhagem Saos-2.
(B) Cultivo das células em meio DMEM com 10% soro fetal bovino, penicilina e

estreptomicina. (C) Placa de 96 pocos. (D) Estufa 5% C
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5.3 - Diluig&do do Extrato

Foi realizado com o objetivo de verificar a viabilidade celular em quatro diluices
diferentes das pastas endodénticas em meio de cultura (1:1, 1:2, 1:4, 1:8). ApGs o
periodo de 24 horas para a presa das pastas endodénticas, as diluicbes seriadas
foram realizadas a partir do extrato 1:1. Essa diluicdo ocorre com a incorporacao do
meio de cultura DMEM.

700ML Ext.> 700ML = 700ML ==

_ ——— —_—

-Q' -*7“ -P}l = f}|

D a ;
Extrato Extrato + Meio Extrato + Meio Extrato + Meio de
de Cultura de Cultura Cultura
1,5ml
1:2 (50% 1:4 (25% 1:8 (12.5%
1:1 (100%) (50%) (25%) (12.5%)

Figura 8. Diluicdo do extrato- (A) Eppendorf com o extrato a 100%. (B) Dilui¢do do
extrato com meio de cultura a 50%. (C) Diluicdo do extrato com o meio de cultura a
25%. (D) Diluicao do extrato com o meio de culturaa 12,5%. A cada dilui¢céo foi retirado

700 pl de extrato.
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5.4 - Exposigéao celular ao extrato

As células foram expostas aos extratos das pastas endoddnticas por um
periodo de 24 horas. O controle negativo foi a linhagem celular sem a exposicéo as

solucdes e ao O’ ring.

Figura 9. Exposicéo celular ao extrato

5.5 - Ensaio de MTT

As normas de citotoxicidade foram realizadas de acordo com as normas de
padrao internacional 1ISO 6876. Estas solu¢des foram deixadas em contato com as
culturas celulares por um periodo de 24 horas em 37°C em uma estufa 5% CO2. Em
seguida foi realizado o ensaio de MTT para verificar a viabilidade celular. As amostras
de controle negativo foram tratadas nas mesmas condi¢des, expostas ao meio de
cultura normal. Apds o contato das células com o extrato das pastas, o meio foi

aspirado as células foram lavadas duas vezes com PBS estéril.

Foi adicionado a todos os pogos 100yl da solugdo de MTT (0,5 mg/ml). Apos
incubacédo por duas horas, foi retirada toda solucéo de MTT e acrescido a todos os
pocos 100ul de DMSO puro. As placas foram agitadas pelo periodo de 5 minutos e
permaneceram imoveis por 5 minutos para a estabilizacdo da cor. Sendo transferidas
apos esses 5 minutos para o espectrofotdbmetro Biotek- Epoch (Winooski,VT,USA)
para leitura com absorbancia em 540 nM.
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Figura 10. Ensaio de MTT- (A) Placa de 96 po¢os com células e extrato. (B) Liquido
de PBS. (C) Solugéo de MTT. (D) Liquido de DMSO. (E) Espectrofotébmetro Biotek-
Epoch.
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5.6 - Andlise Estatistica

Andlise univariada da variancia (ANOVA) foi aplicada para examinar as
diferencas entre os percentuais de citotoxicidade entre grupos usando o software
SPSS 16.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, EUA). O teste post-hoc de comparac¢des multiplas
de Tukey foi utilizado para isolar e comparar os resultados em uma significancia de
P<0.05.
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6. RESULTADOS

O ensaio de MTT mostrou que a viabilidade celular foi significativamente
alterada de acordo com o material testado (P<0.05) e com a concentracéo do extrato
(P<0.05). Em todas as concentracfes testadas 0 Feapex apresentou maior viabilidade
celular do que os demais materiais testados (P<0.05). Embora nenhuma diferenca
estatisticamente significante tenha sido observada entre a pasta Calen e a pasta CTZ
nas concentracdes de 1:1 e 1:2 (P>0.05), a pasta CTZ apresentou maior citotoxicidade
nas concentracdes de 1:4 e 1:8 (P<0.05). De forma geral, a citotoxicidade diminuiu
com o aumento da diluicdo do material. Os resultados podem ser observados na
Tabela 4.

Tabela 4. Viabilidade celular de extratos em diferentes concentracdes derivadas dos
materiais testados apds cultura celular. Os resultados mostram a média percentual e
o desvio padrédo calculados a partir do controle negativo (células ndo expostas ao
material).

1:1 1:2 1:4 1:8
Calen 5.2+0.6%2 5.1+0.672 37.7+8.1Bb 63.0+8.08¢
CTz 6.5+0.8A2 4.7+0.2ha 4.4+0.3h2 38.4+10.54p
Feapex 56.1+7.682 70.6+10.7BP 74.7+11.58P 84.9+12.8¢¢

Diferentes letras mailsculas superescritas representam diferenca estatisticamente
significante entre os diferentes materiais em uma mesma concentracao (P<0.05)
Diferentes letras minuUsculas superescritas representam diferenca estatisticamente
significante entre 0 mesmo material em diferentes concentragdes (P<0.05).
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7. DISCUSSAO

Um material de obturac&do endodéntico padréo para dentes deciduos deve possuir
uma série de peculiaridades que o tornem conveniente para uso. Uma delas seria a
baixa toxicidade aos tecidos periapicais e ao germe do dente permanente. Dado que
quando extravasado do 4pice sao irritantes ao tecido periapical e desencadeiam
reacao inflamatdria de corpo extranho neste tecido, sendo capaz de afetar a erupcao

do dente permanente (Mortazave et al.,2004).

A citotoxicidade € a capacidade intrinseca de um material promover alteracédo
metabdlica nas células em cultura, podendo culminar ou ndo em morte celular. Com
o0 estabelecimento de uma gama de linhagens animais e humanas p6de-se testar uma
série de produtos, desde drogas a material plastico, com intuito de avaliar o potencial
de citotoxicidade (APABCAM- Associacdo Técnico Cientifica Paul Ehrlich, 1998).
Testes in vitro vém substituindo os ensaios in vivo, principalmente pelo seu custo

reduzido, alta reprodutibilidade e facilidade de realizacdo (Rogero et al., 2003).

No presente estudo, os farmacos utilizados na terapia endodbntica de dentes
deciduos como a pasta Calen PMCC, Feapex e CTZ foram submetidas ao teste de
citotoxicidade (viabilidade celular). Esse teste foi aplicado em Osteoblastos Humanos
da linhagem SAOS-2. Em 1987, Rodan et al determinaram que células SAOS-2
“‘possuem varias caracteristicas osteoblasticas e poderiam ser uteis como linha
permanente de células semelhantes a osteoblastos humanos e como fonte de
moléculas relacionadas com o0s 0ssos”. Além de sua disponibilidade mundial, algumas
das vantagens da utilizacdo da linhagem SAQOS-2 é que elas possuem dados de
caracterizacdo bem documentados, a possibilidade de obter grandes quantidades de
células em curto espaco de tempo e o fato de que as células SAOS-2 podem ser
totalmente diferenciadas de modo que as células osteoblaticas naturalmente fazem
(Hausser, Benner, 2005).

A quantificacdo celular foi realizada pelo método colorimétrico do MTT,
desenvolvido por Mosmann (1983), que se esteia na atividade mitocondrial das células
que convertem o MTT em cristais azuis de formazan solluvel, quantificado por
espectrofotometria. Por conseguinte, a atividade mitocondrial, presente somente nas

células vivas, permitiu mensurar a viabilidade de sobrevivéncia celular.
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Os resultados de viabilidade celular do presente estudo demonstraram que a pasta
Feapex apresenta maior viabilidade celular do que as demais pastas testadas (Calen
PMCC e CTZ). Estudos precedentes mostraram que 0s materiais a base de iodoférmio
sao facilmente absorvidos e ndo ocasionam reacdes de corpo estranho (Maryon et
al.,1990). De acordo com os estudos de Wright et al., (1994) e Huang et al., (2006)

que demonstraram a alta taxa de sobrevivéncia celular com a pasta Vitapex.

A citotoxicidade da pasta CTZ neste estudo foi maior do que as demais pastas
testadas. Hume., (1984) constatou que qualquer material que inclui- se eugenol
sucederia uma reacao tecidual grave em virtude da depressao respiratoria celular.
Divergindo do estudo de Bruno et al., (2006) que destitui o efeito citotoxico da pasta
CTZ.

Contudo a pasta Calen PMCC nas concentragbes mais baixas (1:1 e 1:2)
apresenta citotoxicidade semelhante a pasta CTZ. Corroborando com o estudo
Cerqueira et al., (2009) demostra que a pasta Calen PMCC néo € menos citotdxica
gue as demais testadas. Em um estudo de Lactiva et al., (2012) os resultados indicam
que o Hidréxido de Calcio apresenta um alto grau de toxicidade dentro do periodo
experimental de 4 semanas, mais isso mudou significativamente em 12 semanas,
guando apresentou caracteristicas de biocompatibilidade sem resposta inflamatoria

significativa.

Diante dos resultados apresentados e do que foi mencionado, cabe ressaltar que
outros estudos devem ser realizados para comprovar a efetividade dos materiais

obturadores testados.
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8. CONCLUSOES

De acordo com os resultados do presente estudo, pode-se concluir que a pasta
endodontica Feapex apresentou menor citotoxicidade do que as pastas Calen PMCC
e CTZ.
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