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RESUMO

Ainda sdo muito raras as informacgdes sobre a reposta de osteoblastos humanos ao Ceramicrete (CC), um material proposto para
ser usado como cimento reparador que apresenta caracteristicas bastante promissoras. Assim, o objetivo do presente estudo foi
verificar o grau de citocompatibilidade do CC em culturas primarias de osteoblastos humanos. Para isso, foi utilizado um modelo
experimental baseado na quantidade de material usado em uma retro-obturacdo, criando condi¢des mais proximas a situacao
clinica real. Retrocavidades obturadas com CC foram colocados em pocos de cultura contendo meio de cultura (a-MEM), por
24h (n=4). Meios de cultura contendo dentes retro-obturados com ProRoot MTA ¢ OZE foram usados como controle negativo e
positivo, respectivamente. Todos os meios foram armazenados. Posteriormente, foram cultivados osteoblastos humanos (2 x 10*
células/amostra), por 24h, em pogos com os meios armazenados dos 3 materiais. Foi avaliada a citocompatibilidade utilizando
um Kit especifico (Cytotox Kit, Xenometrix, Alemanha), que possibilita o estudo de 3 parametros (XTT, NR e CVDE) utilizando
a mesma amostra. Foi encontrada uma diferenga estatisticamente significativa entre os 3 materiais para todos os 3 parametros
avaliados (ANOVA, p< 0,05). O CC e o MTA foram sempre estatisticamente superiores ao OZE (Duncan, p<0,05). Entretanto,
nao foram encontradas diferencgas entre os 2 cimentos reparadores, CC e MTA (Duncan, p> 0,05). Portanto, pode-se concluir
que o Ceramicrete expressa um padrao de citocompatibilidade similar a do MTA, em cultura primdria de osteoblastos humanos,
quando usado como material retro-obturador.

Palavras-chave: cimentos dentdrios, obturacdo retrégrada, osteoblastos.
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ABSTRACT

Ceramicrete is an endodontic material with very promising characteristics. However, information about the response of human
osteoblasts to CC is very rare. So, the purpose of this study was to assess the cytocompatibility of CC in primary cultures of
human osteoblasts. For this, we used a model of retro-obturation, creating conditions close to real clinical situation. The apical
portions of canines were retro-obturated with CC or control materials. Then, the teeth were placed in wells containing culture
medium (a-MEM) for 24h (n = 4). ProRoot MTA (MTA) and ZOE were used as negative and positive controls, respectively. All
media were stored. Subsequently, human osteoblasts were cultured (2x104 cells ) for 24 h in wells with the stored medium. The
cytocompatibility was evaluated using a specific kit (Cytotoxic, Xenometrix, Germany), which enables the study of three param-
eters of cell viability using the same sample (XTT, NR and CVDE). It was found significant difference among the three materials
for all parameters (ANOVA, p <0.05). The CC and the MTA were always statistically superior to ZOE (Duncan, p <0.05). How-
ever, no differences were found between the two cements, CC and MTA (Duncan, p> 0.05). It can be concluded that CC is an
endodontic cement as cytocompatible as MTA when used as a retro-obturation material in primary cultures of human osteoblasts.

Key-Words: dental cements; retrograde obturation; osteoblasts.

Introducio

Os materiais adesivos, recentemente desenvolvi-
dos para obturagdo do espago radicular, vem sendo con-
siderados avangos importantes para a endodontia. Entre-
tanto, ainda n3o sdo muito claras as vantagens clinicas
da utilizagdo desses materiais. Por outro lado, o MTA
possui uma histdria de quase 15 anos de sucesso clinico
e experimental comprovado, e por isso, tem sido enca-
rado como o maior avango no campo dos biomateriais
que foram desenvolvidos para uso endodontico, sendo
atualmente recomendado para varias aplicac¢des clinicas.

Em 2007, um conceituado grupo de pesquisa
publicou o primeiro resultado experimental com o Ce-
ramicrete (CC), um material reparador alternativo ao
MTA (TAY et al., 2007). Trata-se de um material ino-
vador composto por uma cerdmica a base de fosfato.
Apo6s a manipulacdo, o CC toma presa na temperatura
ambiente por uma reacéo tipo acido-base entre o fosfato
didcido de potassio (KH,PO,) e uma solugédo de 6xido
de magnésio (MgO, calcinado). Devido as caracteristi-
cas de impermeabilidade de sua matriz ceramica com-
posta por fosfato de magnésio e potassio hexaidratado
(KMgPO,.6H,0), o CC tem sido utilizado como uma
pasta para encapsular lixos radioativos e materiais peri-
gosos (TAY et al., 2007). Assim, a resisténcia e a versa-
tilidade do CC fizeram dele um excelente material para
uma grande variedade de aplicagdes. Atualmente, o CC
pode ser usado como material retrobturador, reparador
de perfuragdes de canal, assim como para o capeamento
pulpar, material restaurador temporario, cimento defini-

tivo de coroas protéticas, preenchedor de defeitos dsse-
os periodontais e como cimento para bandas e brackets
ortoddnticos.

Sabe-se que a adesio e diferenciacgio de osteoblas-
tos e a producdo de matriz extracelular sdo afetadas por
caracteristicas fisicas, assim como pela composi¢do qui-
mica dos biomateriais. No entanto, ainda sio muito raras
informagdes veiculadas em revistas internacionais [até
maio de 2011] sobre este cimento, especialmente sobre
a resposta bioldgica ao CC. Portanto, investigar o com-
portamento de células osteoblasticas derivadas de osso
alveolar humano frente a diferentes materiais, como o
CC representa um aspecto fundamental e, portanto, deve
ser mais estudado. Assim, o objetivo do presente estudo
foi verificar o grau de compatibilidade do cimento repa-
rador Ceramicrete em cultura de osteoblastos humanos
primarios, em comparag@o ao ProRoot MTA e ao OZE,
que foram usados como controle.

MATERIAL E METODOS

Selecdo e preparo dos dentes

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Universitario Antonio Pedro — UFF
(Protocolo N° 232/08). Doze dentes caninos foram sele-
cionados para o estudo. Apos a esterilizagdo a 135° C por
35 minutos, foi realizado acesso em todos os dentes. Os
canais foram instrumentados em incrementos de 1 mm
usando brocas Gates-Glidden 2-6 (Dentsply Maillefer,
Ballaigues, Sui¢a) e limas K (Dentsply Maillefer). Todos
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os dentes foram instrumentados até a lima K 45 a 1 mm
aquém do apice.

As coroas dos dentes foram removidas, sobrando
13 mm da raiz. Os ultimos 3 mm apicais foram entao
removidos, perpendicular ao longo eixo do dente, usan-
do uma broca diamantada (K.G. Sorensen, Sdo Paulo,
SP, Brazil) com auxilio de um microscdpio cirurgico
(D. F. Vasconcelos, Sdo Paulo, SP, Brazil) - aumento
de 16 X. Todas as raizes foram avaliadas com relagao
a fraturas ou outros defeitos que interferissem no tra-
balho. A retro-cavidade foi preparada com uma ponta
ultra-sonica (@ 3 mm, NSK, Brasseler, Savannah, GA,
USA). O aparelho foi utilizado em modo Endo com in-
tensidade 5, sob irrigacdo continua de agua destilada, o
que produz cavidades padronizadas de 3 mm de profun-
didade e 3 mm de diametro.

As raizes foram distribuidas aleatoriamente com
ajuda de algoritmo online (Attp.//www.random.org)
para criar assim 3 grupos experimentais semelhantes,
com 4 dentes cada para o periodo experimental definido
para o estudo (24h).

Modelo experimental

Doze tubos de Eppendorf de 1,5 mL foram corta-
dos nos 3 mm finais. As raizes obturadas (Figura 1-A)
foram colocadas dentro dos tubos, de modo que a por¢ao
apical da mesma ficasse 5 mm fora do tubo (Figura 1-B).
O-rings de borrachas (@ 0.8 cm, figura 1-C) foram co-
locados na extremidade oposta dos tubos, de modo que
os mesmos fossem inseridos nos pocos e mantidos em
posicao (Figura 1-D).
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Figura 1. Esquema do modelo experimental, validado em estudo anterior (De-Deus et al., 2009). A: Dente preparado e retrob-

turado com os materiais. B: Destes colocados nos Eppendorfs.

C: O-rings em posigao para estabilizar os Eppendorfs. D: Dentes

em posi¢do nos pocos, com a por¢do apical inserida no meio de cultura.

Procedimentos de retro-obturacio

O cimento ProRoot MTA® (Dentsply, Tulsa Den-
tal) foi usado como controle negativo e 0 OZE (SSWhite,
Rio de Janeiro, RJ , Brasil) como controle positivo. O
controle positivo e o negativo sdo utilizados para veri-
ficar a sensibilidade do ensaio de citotoxicidade. O con-
trole negativo utilizado deve ser um material que reco-
nhecidamente ndo cause dano nas células em cultura, i.e.
deve ser atdxico, enquanto que por outro lado, o controle
positivo deve ser um material reconhecidamente seja ca-
paz de causar dano celular, ou seja, deve ser citotoxico
(Daguano et al., 2007).

As retro-obtura¢des foram realizadas em fluxo
laminar. Um grama de ProRoot MTA® (Dentsply, Tulsa

Dental) e de CC (Denstply Tulsa Dental, Tulsa, OK,
USA) foi misturado a 0,35 mL de 4gua destilada, de acor-
do com as recomendagdes do fabricante. A manipulac¢do
do OZE também seguiu as recomendagdes do fabricante.
As cavidades foram preenchidas com instrumento Endo-
gun (Medidenta Int. Inc., Woodside, NY, USA).

Meios Teste

Apos a retrobturacgio, todos os dentes foram in-
seridos imediatamente em placas de cultura contendo
48 pogos (Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) como
mostrado na figura 1 e mantidos nos mesmos por 24h,
em contato com 0.5 mL de meio Alpha-MEM (Gibco,
Cergy-Pontoise, France) contendo 10% de soro fetal
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bovino (Biowhittaker, Gagny, France) suplementado
com 100 U.mL" de penicilina e 100 U.mL"' de estrep-
tomicina. Apos o periodo estabelecido, os meios foram
armazenados em recipientes estéreis, ¢ mantidos em
estufa a 37°C.

Cultura primaria de osteoblastos humanos

Foram obtidos fragmentos (explantes) de osso al-
veolar humano, de doadora jovem e saudavel, que foi sub-
metida a procedimento cirtrgico ortopédico, realizado na
Hospital Universitario Antonio Pedro. Células humanas
osteoblasticas (HOCs) foram obtidas destes explantes por
digestdo enzimatica, usando Colagenase tipo II (Gibco —
Life Technologies, Grand Island, NY) conforme estudo
anterior (Mailhot, 1998) e cultivadas em garrafas de 75
cm? (Falcon, NJ, EUA) contendo meio Alpha-MEM (Gi-
bco), suplementado por soro fetal bovino a 10% (Gibco),
e mantidas em estufa a 37°C em atmosfera umida com
5% de CO, até a subconfluéncia, quando eram removidas
das garrafas, usando uma solugdo com 1 mM de EDTA
(Gibco) e 0.25% de tripsina (Gibco). As células, sempre
na segunda passagem, eram transferidas para placas de
cultura de 48 pogos (Falcon, Franklin Lakes, NJ), por 24
horas, na densidade de 20.000 células/pogo, usando os
meios armazenados dos materiais como meio de cultura.
Durante a cultura, as células eram mantidas a 37°C em
estufa, contendo 5% de CO, e 95% de ar.

Citocompatibilidade

O ensaio de citocompatibilidade foi realizado
usando um kit comercial (Cytotox Kit, Xenometrix, Ale-
manha), que permite o estudo de 3 pardmetros diferentes
de viabilidade/integridade celular na mesma amostra.
Os testes foram: XTT, Vermelho Neutro (NR) e Corante
Cristal Violeta (CVDE). O teste XTT se baseia na capa-

cidade da enzima desidrogenase mitocondrial das célu-
las em converter o sal tetrazolium amarelo soluvel em
dgua em uma solucdo de compostos de formazan de cor
laranja, medido em absorbancia a 480 nm (SCUDIERO
et al., 1988). O teste NR ¢ um teste de viabilidade/so-
brevivéncia que se baseia na capacidade das células em
incorporar o corante vermelho neutro nos seus lisosso-
mos, que se acumula em células com membrana intac-
ta; a quantidade de corante incorporado € medida a 540
nm. CVDE é um ensaio que avalia a densidade celular
pela coloragdo do DNA; apds a eliminacéo do excesso
de corante, a absorbancia de 540 nm ¢ proporcional a
quantidade de células nos pogos. A absorbancia para os
3 métodos de deteccdo colorimétrica foi medida com um
espectrofotometro de microplacas UV/Vis (PowerWave
MS?2, BioTek Instruments, USA).

Analise estatistica

Os dados dos testes citocompatibilidade foram ex-
pressos em média e desvio padrdo. Apos a aplicacdo de
teste de normalidade, foi utilizado o teste ANOVA (dis-
tribuicdo normal dos dados) para comparacdo entre os
valores relacionados ao material teste (CC) ¢ aos mate-
riais controle, MTA e OZE. Foram utilizadas 4 amostras.
Foi estabelecido o valor de p em 0,05 para as analises
estatisticas.

RESULTADOS

Os valores encontrados relacionados aos 3 pa-
rametros estudados encontram-se na tabela 1. Tanto o
CC como o MTA apresentaram valores estatisticamen-
te superiores ao OZE, apos 24h, para os 3 parametros
avaliados (Tabela 1). Entretanto, ndo foram encontradas
diferengas entre o0 CC e 0 MTA, para os parametros esta-
belecidos (Tabela 1).

Tabela 1. Cimentos e parametros avaliados apds 24 h em cultura de osteoblastos humanos.

Parametros
Cimentos XTT NR CVDE
MTA 0,59 (0,05) 0,68 (0,10) 0,12 (0,01)
ce 0,67 (0,03) 0,67 (0,06) 0,03 (0,01)
OZE 0,34 (0,04) 0,39 (0,09) 0,00 (0,00)

ANOVA, complementado por Duncan (p> 0,05): MTA=CC>0OZE.
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Discussao

Os resultados do presente trabalho mostram que
o material CC apresenta citocompatibilidade similar ao
MTA, in vitro, usando cultura primaria de osteoblastos
humanos.

O CC, um material alternativo ao MTA, € um ma-
terial inovador, composto por uma ceramica a base de
fosfato. Embora apresente um pH acido, diferente do
MTA que apresenta pH alcalino (PORTER et al., 2010),
tanto a alta resisténcia quanto a baixa porosidade, sdo
caracteristicas de extrema relevancia considerando o uso
odontoloégico. Além disso, o CC libera fliior, apresenta
boa radiopacidade, apresenta baixa temperatura durante
areacgdo exotérmica, boa estabilidade dimensional, pare-
ce ser bioativo, ou seja, estima-se que pode estimular a
formag@o dssea e o reparo de lesdes (TAY et al., 2007) e
tem boa adesividade a estrutura dentdria, o que o leva a
promover um selamento apical similar ao MTA (LEAL
et al., 2011). Assim, pode ser usado como cimento obtu-
rador e retro-obturador do canal radicular, material repa-
rador de perfuragdes de canal, material de capeamento
pulpar e como preenchedor de defeitos dsseos periodon-
tais (TAY et al., 2007).

A cultura de células ¢ um modelo in vitro que ofe-
rece oportunidades unicas na investiga¢do da formacédo
tecidual e da citocompatibilidade. As vantagens desta
metodologia nas pesquisas envolvendo materiais denta-
rios s3o inumeras, entre elas: a natureza homogénea das
células, uma boa defini¢do do curso dos eventos, custos
relativamente reduzidos, possibilidade de derivar multi-
plas culturas e a redug@o da mortalidade de animais (CO-
OPER et al., 1998).

Quando um material € instalado cirurgicamente no
corpo, uma série de reagdes acontece na sua superficie
e proximo a ele. O material é exposto a diferentes ions,
polissacarideos, proteinas e células como condroblastos,
fibroblastos e osteoblastos. A resposta celular depende
das caracteristicas superficiais dos materiais e de suas
propriedades quimicas (BRUNETTE, 1988).

No presente estudo, foi usado ensaio de viabili-
dade celular que utiliza parametros combinados. Trata-
se de um método simples de ser realizado e facilmente
reproduzivel, relativamente barato, que tras informagdes
relevantes em relacdo a citocompatibilidade. O kit per-
mite a avaliacdo simultidnea de 3 pardmetros: (1) XTT,
que mede o metabolismo celular, através da atividade

mitocondrial, (2) NR, que estuda a integridade celular,
através da permeabildiade da membrana citoplasmatica
e (3) CVDE, que estabelece a densidade celular, pela
presenga de DNA. Este método, por sua maior sensibi-
lidade, aumenta a chance de detectar efeitos bioldgicos,
permite a correlagdo de diferentes parametros, que se
complementam, e, assim, possibilita o estudo da cito-
compatibilidade de forma bastante apropriada. Nenhum
trabalho foi encontrado [Maio de 2011] associando a
compatibilidade do CC ao comportamento de células
osteoblasticas humanas primarias. Portanto, o presente
trabalho tem o mérito de estabelecer pela primeira vez
a viabilidade de osteoblastos cultivados com meios que
estiveram em contato com o CC por 24h. Como ele pode
ter o potencial de ser bioativo (referencia), esta caracte-
ristica, se confirmada, aliada a sua compatibilidade si-
milar a do MTA, podera coloca-lo como uma excelente
op¢ao quando se espera a reparagdo de defeitos Osseos
em endodontia e periodontia.

Portanto, pode-se concluir que o CC ¢ um ci-
mento com citocompatibilidade similar a do MTA, em
cultura primdria de osteoblastos humanos, pelo periodo
de 24h, quando usado como material retro-obturador.
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