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Ao Professor Sérgio Valmor Barbosa

“E tao estranho os bons morrem jovens...

Assim parece ser, quando me lembro de vocé

Que acabou indo embora...

Cedo demais (...)

Eu continuo aqui, 0 meu trabalho e meus amigos

E me lembro de vocé em dias assim:

Dia de chuva, Dia de sol

E o que sinto nao sei dizer

Vai com 0s anjos, vai em paz

Era assim todo dia de tarde, a descoberta da amizade
Até a proxima vez!

E tAo estranho, os bons morrem antes

Me lembro de vocé e de tanta gente que se foi cedo demais
E cedo demais (...)

Lembro das tardes que passamos juntos,

N&o é sempre, mas eu sei gue vocé esta bem agora
SO que neste ano o verao acabou

Cedo demais.”

(Legido Urbana — Os bons morrem jovens)
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Ode “A Alegria”
(Schiller, 1786)

Amigos, basta desses cantos!
Entoemos um outro e mais agradecido:
O cantico do jitbilo!

Alegria, brilhante centelha da divindade,
Filha de Elisio.
Adentramos, semblantes ardentes,
Teu glorioso santudrio!

Tua forca mdgica irmana,

O que o mundo separou;

Todos os homens tornam-se irmaos
Onde a asa tua gentil pousou.

Quem atingiu o supremo bem,

De ter por amigo um amigo,
Quem obteve suave esposa,
Esteja conosco no dureo jiibilo!
Sim, quem ainda uma s6 alma
Péde no mundo sua chamar!
Quem ndo péde conduza em pranto
Para longe daqui seu triste caminhar

Todos os seres bebem da alegria
No seio da natureza;
Bons e maus
Vo por seus floridos caminhos.
Prodigaliza-nos com beijos e vinho,
Amigos fiéis até a morte;
Até o verme pode sentir prazer,
E o querubim permanece diante de Deus!

Alegres, como corpos celestiais voam
Sobre o plano rubro dos céus,
Ide, irmdos, a exultar,
Alegres, como heréis rumo d vitoria.

Multidoes, eu vos abrago.

Esse beijo envio ao mundo inteiro!
Irmdos! Acima desse dossel estrelado
Deve reinar um terno Pai.
Prostrais-vos, multidoes?
Sentes o teu Criador, mundo?
Buscai-o entdo acima dos astros!
Além das estrelas estd sua morada.

(traducao: Mario Willmersdorf Jr.)



RESUMO

Perfuracdes radiculares podem ser seladas com auxilio de materiais endodonticos,
que ficam em contato direto com as células do ligamento periodontal, podendo
causar danos que retardem ou impecam o processo de reparo. Os objetivos deste
trabalho foram avaliar a citocompatibilidade dos extratos dos materiais endodonticos
(Endofill, Sealer 26, cimento de Portland branco e Cimento de Oxidos bioativos),
recém espatulados e apés 24 horas de presa, em contato com células do ligamento
periodontal humano. Foram utilizados como parametros de analise a capacidade de
proliferacdo, o potencial transmembranico mitocondrial, as altera¢gdes morfologicas,
0 potencial genotoxico e as alteracbes no ciclo celular. As células do ligamento
periodontal foram obtidas a partir da extracdo de quatro terceiros molares e
cultivadas em laboratorio, conforme protocolos de cultura de células. As andlises dos
efeitos foram realizadas por meio do teste MTT de viabilidade celular, anélise
microscopica e a citometria de fluxo utilizando como fluorocromos rodamina 123 e
iodeto de propidio. O pH foi avaliado pela medi¢do imediata do meio de cultura com
extrato do cimento endodbntico com auxilio de pHmetro calibrado. Os resultados
obtidos, apds analise estatistica (ANOVA a trés fatores, com nivel de significaAncia
p<0,05), revelaram que a composi¢cdo dos materiais € o fator mais influente nas
alteracOes celulares. Todos os materiais demonstraram algum grau de toxicidade
para as células do ligamento periodontal dependendo da anélise realizada. Somente
o Endofill demonstrou toxicidade em todos os testes. Cimento de 6xidos bioativos e
o cimento de Portland branco ndo causaram alteracbes no potencial
transmembranico mitocondrial. Sealer 26, Sealer o e Cimento de Portland branco
aumentaram o pH do meio e os dois primeiros também provocaram alteracfes
morfologicas. Cimento de é6xidos bioativos foi 0 que causou 0s menores danos ao
DNA celular e, portanto, as menores alteragbes em ciclo celular. A citotoxicidade
tende a diminuir a medida que a reacao presa se completa. Apesar dos resultados,
faz-se necessario continuar as pesquisas, com organismos Vvivos, para predizer e
estabelecer a compatibilidade dos materiais.

Palavras-chave: viabilidade celular, genotoxicidade, endodontia, pH, alteracdes
morfologia, mitocondria, ligamento periodontal



ABSTRACT

Root perforations can be sealed with the aid of endodontic materials, which are in
direct contact with the periodontal ligament cells, may cause damage to slow or
prevent the repair process. Our objectives were to evaluate the cytocompatibility of
the extracts of endodontic materials (Endofill, Sealer 26, white Portland cement and
bioactive oxides-based sealer), after contact for 24 hours with human periodontal
ligament cells. The cell viability, the mitochondrial transmembrane potential, the
morphological changes, the genotoxic potential and changes in the cell cycle were
evaluated by MTT assay and flow cytometry. The periodontal ligament cells were
obtained from the extraction of four third molars and cultured in the laboratory by cell
culture protocols. The pH was measured at the material extract at varying time
intervals with calibrated pHmeter. The results, after statistical analysis (ANOVA with
three factor interaction, p <0.05), revealed that the composition of materials is the
most influential factor in the cellular changes. All materials showed some degree of
toxicity to the cells of periodontal ligament depending on the analysis. Only Endofill
demonstrated toxicity in all tests. Bioactive oxides-based sealer and white Portland
cement did not cause changes in mitochondrial transmembrane potential. Sealer 26,
Sealer o and white Portland cement increased the pH of the medium and the first
and second also caused morphological changes. Bioactive oxide-based sealer was
what caused the least damage to cellular DNA and thus the smallest changes in the
cell cycle. The cytotoxicity tends to decrease as the set reaction is complete. Despite
the results, it is necessary to continue research with living organisms to predict and
establish the compatibility of materials

Keywords: Endodontics, genotoxicity, cell viability, pH, cell morphological,
periodontal ligament, mitochondria
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Introducéo

O sucesso do tratamento endodoéntico esta relacionado com fatores biolégicos
de auséncia de processos infecciosos ou inflamatérios cronicos. Dentre as principais
causas de insucesso observam-se as obturacdes incompletas e as perfuragbes

radiculares.

As perfuracdes radiculares sédo aberturas artificiais criadas na parede da raiz
causadas por iatrogenias, carie ou reabsorcfes patologicas e que resultam em

comunicacao entre o espaco pulpar e as estruturas periodontais (1, 2).

Como consequéncia, as perfuracbes geram uma resposta inflamatéria no
ligamento periodontal e no 0sso alveolar, o que reduz o prognéstico de sucesso (3).
Aquelas presentes na furca e no tergo cervical da raiz apresentam pior prognostico,
pois o0 processo inflamatorio provoca reabsorcéo e destruicdo 0ssea, destruicdo das
fibras do ligamento periodontal, proliferacdo do epitélio gengival e desenvolvimento

de bolsa periodontal (1-7).

Os principais fatores relacionados com o prognéstico em longo prazo do
reparo das perfuracdes no terco cervical e soalho da camara pulpar séo:

a) Localizacéo do defeito em relacdo a crista dssea: perfuragbes proximas

a margem Ossea provocam perda 6ssea irreversivel (8);

b) Facilidade de acesso para reparacdo: Perfuragbes no soalho da

camara pulpar e no terco cervical sédo faceis de serem trabalhadas.
Aquelas localizadas nos tercos medio e apical sdo seladas com o
proprio material obturador de canais, necessitando as vezes de
complementacdo cirargica (9);

c) Tamanho do defeito: As pequenas perfuragcbes sdo mais faceis de

serem trabalhadas e evitam o0 extravasamento de material ao
periodonto (10);
d) Presenca de comunicacdo do sulco gengival com o defeito: infiltragao

bacteriana resulta em inflamagé&o cronica (3);
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e) Tempo decorrido entre a perfuracdo e o selamento: o grau de

inflamacdo do tecido periodontal torna-se cada vez mais severo, a
medida que o tempo passa entre a perfuracéo e o seu selamento (9);

f) Fatores subjetivos: como competéncia profissional e higiene oral do

paciente;

g) Capacidade de selamento do material restaurador: a infiltracdo dos
materiais restauradores permite o0 estabelecimento de infeccdo

persistente (3).

Um selamento hermético pode ser alcancado com material ndo reabsorvivel,
gue nao sofra alteracdes das propriedades fisicas na presenca de hemorragia, que

seja radiopaco e bacteriostatico (2, 4, 7, 11).

O progndstico do reparo pode ser afetado pela biocompatibilidade do material
(2). Biomateriais s&o definidos como aplicacéo da ciéncia dos materiais a Biologia. E
0 estudo de elementos estruturais naturais ou artificiais no corpo baseado na relacao

entre propriedades estruturais/fisico-quimicas/mecanicas (12).

A bioatividade de um material sugere uma resposta biolégica especifica na
interface do material que resulta na formacgéo da ligacdo entre o tecido e o material
(13). Desta forma, a combinacdo de bioatividade e propriedades mecéanicas
especificas permitem a producdo de materiais com propriedades seletivas para

problemas biomédicos especificos (14).

A manutencéo do aparato de suporte do dente deve ser o maior objetivo nos
tratamentos reparadores (15). Dessa forma, o material utilizado deve permitir a
insercao das fibras colagenas no préoprio material, para restabelecer a funcéo do
ligamento periodontal. A liberacdo de componentes téxicos ou inibitoérios para a
cementogénese ou a presenca fisica do material no tecido periodontal podem agir

como fatores de irritagcao e impedir o reparo.

Varios materiais ja foram testados no reparo de perfuragcdes como Cavit® (1),
cimento a base de Oxido de zinco-eugenol (9); hidréxido de calcio (15), améalgama de
prata (5, 16, 17), guta-percha (16), hidroxiapatita (18), ionémero de vidro (19, 20) e

tricalcio-fosfato (15).
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Atualmente, o material mais utilizado € o agregado mineral triéxido (MTA).
Vérias pesquisas tém demonstrado que o MTA é biocompativel (5, 21), apresenta

maior capacidade de selamento (22) e € capaz de induzir a cementogénese (23).

N&o obstante, possui o inconveniente de necessitar de mais sessdes clinicas
(24) aumentando o risco de contaminacdo entre as sessdes. Ao ser manipulado,
forma uma mistura arenosa dificil de ser mantida no lugar e dificil de ser compactada
na cavidade (25), além de tender a desidratacdo o que acarreta numa perda de
coesividade piorando a manipulacdo do material (26). Adiciona-se aos
inconvenientes o custo do material, que por ser muito elevado, inviabiliza o seu uso

na rede publica de saude.

Foi desenvolvido na Universidade de Brasilia um material formado por 6xidos
bioativos, como célcio, fosforo e silica com a finalidade de ser utilizado como
material para reparo de perfuracdes radiculares e retro-obturador (27). Para garantir
maior adesividade e resisténcia ao material, utiliza-se a resina epoxi com veiculo
(28, 29). O escoamento e os tempos de trabalho e de presa sdo semelhantes aos do
Sealer 26, sendo que a maior vantagem € a estabilidade dimensional (27). O novo

material ser& referido ao longo do trabalho como Sealer a.

A presenca desses Oxidos poderia estimular a adesao das fibras colagenas e
a diferenciacdo das células do ligamento periodontal em células tipo-
cementoblastos. Assim, seria possivel alcancar o reparo da regido perfurada e a re-
organizacao da estrutura periodontal adjacente. Por ser formado pela mesma resina
do cimento utilizado na obturacéo de canais, poder-se-ia obter uma maior resisténcia

do material na regido selada, uma vez que as propriedades fisicas sdo semelhantes.

Frente a estas desvantagens do MTA faz-se necessario a pesquisa de novos
materiais que diminuam o tempo e 0 custo do tratamento, que possuam
propriedades fisicas necessarias para manterem a area selada e que conservem ou

superem a biocompatibilidade do atual.
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Objetivos

Geral

Avaliar a toxicidade dos materiais endoddnticos em contato com as células do
ligamento periodontal humano.

Especificos

1. Avaliar a proliferacdo das células do ligamento periodontal apés
contato com extratos dos materiais endodonticos

2. Avaliar o potencial transmembranico mitocondrial apés contato com
extratos dos materiais endodonticos

3. Avaliar alteracdes morfolégicas nas células do ligamento periodontal
apos o contato com extratos dos materiais endodoénticos.

4. Avaliar o potencial genotoxico dos extratos dos materiais

5. Avaliar as alteracbes no ciclo celular causadas pelos extratos dos
materiais endodonticos
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1.1Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a viabilidade de células de ligamento periodontal
humano apés contato com materiais endodoénticos: cimento de oOxido de zinco-
eugenol, cimento a base de resina epOxi, cimento de Portland branco e um novo
cimento de oOxidos bioativos. A toxicidade dos materiais foi avaliada pelo teste de
viabilidade celular (MTT) e analise do potencial transmembranico mitocondrial (A¥r)
a partir da anéalise em citdbmetro de fluxo. As células foram incubadas por 24 horas
com extratos dos materiais e 0s testes elaborados conforme protocolo. Os
resultados foram analisados pelo teste ANOVA com interagédo entre trés fatores e
determinaram que 0s materiais apresentaram graus diferentes de toxicidade para
células humanas (p <0,05). Ndo houve correlacéo entre os resultados obtidos pelo
teste MTT e potencial transmembranico mitocondrial. Esses resultados sugerem que
0s materiais endodénticos podem retardar o processo de reparo e apenas a andlise
de teste de viabilidade celular n&o é suficiente para determinar a citotoxicidade do
material.

Palavras-chave: viabilidade celular, técnicas de cultura de células, citometria de

fluxo, ligamento periodontal.

1.2 Abstract

The aim of the study was to evaluate the cell viability of human periodontal ligament
cells following contact with a new bioactive oxide-based endodontic material, as
compared to commonly used endodontic materials, including zinc oxide-eugenol,
epoxy resin-based sealers and white Portland cement. Toxicity of the materials was
determined by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT)
assay and mitochondrial membrane potential (A¥,), as measured by flow cytometry.
Cells were incubated for 24-h with material extract prior to viability assessment.
Values obtained in individual experimental series were compared using ANOVA with
three factor interactions. Results determined that materials have some toxicity effect
to human cells (p < 0.05). There was no correlation between the measure of viability
by MTT assay and viability as measured by AY¥,. These results suggest that the
endodontic material may delay the repair process and that just a viability assay is not
sufficient to determine the cytotoxicity to materials.

Keywords: Cell viability; Cell culture techniques; Flow cytometry; Periodontal

Ligament

1.3Introducgéao

O reparo radicular, apés uma perfuracdo, ocorre com a participacdo das

células do ligamento periodontal, principalmente os fibroblastos e células
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mesenquimais indiferenciadas (1). Ambos podem se diferenciar em células tipo-
cementoblastos de acordo com o meio (2, 3), mas mantém uma populagdo com
estagios diferentes de diferenciacéo e linhagem (4). E importante ressaltar que as
perfuracdes ndo sao defeitos de estrutura homogénea, uma vez que envolve a inter-
relacdo de diferentes estruturas (5). O tratamento requer, portanto, o uso de
materiais compativeis com as caracteristicas da dentina e do periodonto.

N&o existe na Endodontia um material Unico para esse fim. Dos varios
materiais utilizados na clinica, os cimentos endoddnticos e o mineral trioxido
agregado s&o os mais utilizados nos tercos apical e cervical da raiz, respectivamente
(6). O mineral tribxido agregado € conhecido como MTA, contudo o cimento de
Portland possui uma composicdo semelhante ao MTA, mas com uma quantidade de
metais pesados maior (7). A toxicidadade do MTA e do Cimento de Portland ja foi
demonstrada em diversas pesquisas (8, 9) e demonstrado que pode suprimir a
diferenciacdo de novas células osteoblasticas, apesar de ndo impedir o crescimento
daquelas que se diferenciaram (10).

Um novo material com potencial para reparar perfuracdes foi desenvolvido na
Universidade de Brasilia. Este apresenta na composi¢cado substancias com potencial
bioativos, destacando-se o calcio, o fosforo e a silica (11). Modificacbes na
superficie quimica influenciam o comportamento celular no momento da colonizacéo
superficial, enquanto mudancas ionicas influenciam no processo de calcificacdo da
superficie (12).

Um dos fatores que interfere na biocompatibilidade desses materiais e dos
cimentos endoddnticos é o tempo de presa porque componentes toxicos podem
permanecer livres até que as reagdes se completem (13, 14).

O objetivo deste trabalho é avaliar a viabilidade das células do ligamento
periodontal na presenca de quatro materiais: cimento a base de Oxido de zinco-
eugenol, cimento a base de resina epdxi com hidréxido de calcio, Cimento de

Portland branco e Cimento de 6xidos bioativos.
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1.4 Materiais e Métodos

1.4.1 Cultura primaria de células do ligamento periodontal (PDL)

As células do ligamento periodontal foram obtidas de dois terceiros molares
extraidos, de uma mesma pessoa, 34 anos, por motivo de impactacdo. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia®.

Imediatamente antes do procedimento cirlrgico, a paciente foi instruida a
bochechar uma solucéo de clorexidina a 0,12% por 2 minutos. Cada terceiro molar
extraido foi lavado com solucdo salina esterilizada, tomando-se o cuidado de né&o
manipular as raizes. Apés a lavagem foram colocados em um tubo Falcon contendo
meio de cultura (DMEM [Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco — Invitrogen Co,
EUA] tamponado com bicarbonato de sédio [Sigma-Aldrich, Co, USA] suplementado
com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Gibco, EUA) e 1% de antibiético (penicilina
100U/mL/ estreptomicina 100 pug/mL, Gibco — Invitrogen, EUA).

Os tubos foram levados ao laboratério de Morfologia e Morfogénese e, dentro
da camara de fluxo laminar (Veco, Brasil), os dentes tiveram a remocéao do ligamento
periodontal, com auxilio de uma cureta periodontal estéril, dos tercos médio e apical
das raizes. O material foi colocado em frascos de 25 cm? com 5 mL de meio de
cultura e levados a estufa a 37°C, com 5% CO; (Tecnal, Brasil). Os frascos foram
identificados com o numero do dente e a data.

Nos primeiros sete dias houve a troca do meio de cultura diariamente com
avaliacdo morfologica prévia das células aderidas ao frasco de cultura. Ao atingirem
a confluéncia, as células foram transferidas para frascos de 75 cm? contendo 10 mL

de meio de cultura, caracterizando a primeira transferéncia (T1).

1.4.2 Preparo das amostras

Os materiais testados foram:

*  Grupo |: controle negativo: auséncia de material;

3 Projeto aprovado 030/09 Anexo 3
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Grupo II: cimento endodbntico a base de oOxido de zinco-eugenol
(Endofill, Dentsply, Brasil) — lote 792680

Grupo lll: cimento endodéntico & base de resina epoxi de calcio
(Sealer 26, Dentsply, Brasil) — lote 791827

Grupo IV: cimento a base oxidos bioativos (sistema po-resina, sendo o
p6 composto por CaO, SiO, P,0s [Sigma-Aldrich, Co, USA],
hexametilenotetramina [Merck, Alemanha] e BaSO, [Sigma-Aldrich,
Co, USA]. A resina utilizada foi a resina epoxi. A partir de agora sera
referido como Sealer o (Universidade de Brasilia, Brasil).

Grupo V: Cimento de Portland branco (Saint-Gobain Quartzolit ltda,

Brasil) — lote ndo informado

Todos os materiais foram manipulados em placa de vidro e com espatula

n°24, ambos esterilizados. A manipulagdo foi realizada num Unico momento na

camara de fluxo laminar, conforme instrugcbes dos fabricantes. O Sealer o

acompanhou a forma de preparo do Sealer 26. Os materiais testados foram

preparados com quantidade suficiente para preencher o fundo de um poco de uma

placa de cultura de células de 12-pocos, com espessura aproximada de 1 mm.

Foram utilizados 3 pocos para cada material e o controle.

As avaliacbes de viabilidade foram realizadas pela reacdo das células aos

produtos liberados pelos materiais, no meio de cultura, em dois momentos,

subdivididos em trés periodos de observacéo, independentes:

a)

b)

Momento |: materiais recém espatulados: periodos de observacao 24,
48 e 72 h apds a manipulacdo, em contato com o meio de cultura por
24 h;

Momento Il: materiais com presa de 24 h, mantidos em estufa a 37°C
com 80% de umidade relativa. ApGs esse periodo foi adicionado o
meio de cultura para analise 24, 48 e 72 h apoés a adigdo do meio, por
um periodo de 24 h.

Sobre os materiais foram colocados 3,4 mL de meio de cultura imediatamente

ou apos 24 h da manipulacdo do cimento. A placa contendo 0os materiais com 0 meio

de cultura foi mantida em estufa a 37°C, com 5% de CO,. A cada 24 h, o meio de

cultura que estava em contato com o cimento era recolhido e transferido para um
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tubo Falcon, devidamente identificado. As trocas de meio foram realizadas até
completar os periodos de observacao.

1.4.3 Teste MTT*

Ap6s um periodo de incubacéo de 24 horas (37°C) das células do ligamento
(1 x 10* céls/poco, em placa de 96-pocos) com extratos dos materiais recolhidos de
cada periodo, a viabilidade das células do ligamento periodontal foi avaliada pelo
Teste MTT. Cada pogo da placa recebeu 150 pl de MTT (15ul de MTT [5mg/mL] e
135 ul de meio de cultura). Trés horas depois foram adicionados 200 ul de
dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, USA) necesséarios para a dissolucdo dos
cristais de formazan azuis. A leitura foi realizada com densidade Optica de 595 nm.
O teste foi realizado em triplicata para cada material testado e controle.

1.4.4 Determinac&o do potencial de membrana mitocondrial (A¥m)°

Apos um periodo de incubacao de 24 horas (37°C) das células do ligamento
periodontal (6x 10%céls/poco em placa de 12-pocos) com extratos dos materiais dos
periodos de 48 e 72 horas (Momento | e 1), as alteracbes de morfologia e celular e
A¥, foram analisadas por meio de citometria de fluxo. Rodamina 123 (Invitrogen,
EUA) (3 uL) foi adicionada a cada pogo e incubada por um periodo de 15 minutos, a
temperatura ambiente. A leitura no citometro de fluxo (FACSCallibur, Becton &
Dickenson, EUA) foi realizada com ajuste de intensidade de fluorescéncia emitida no
comprimento de onda 515-530 nm (FL1). Os dados obtidos da leitura foram

analisados pelo programa CellQuest software versdo 3.0.1 (Becton-Dickinson, EUA).
1.4.5 Analise Estatistica
A andlise dos resultados foi realizada pelo teste ANOVA a trés fatores

(periodo-momento-grupo) com interacdo entre eles com nivel de significancia
p<0,05.

* Anexo 4
® Anexo 4
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1.5RESULTADOS
1.5.1 Teste MTT.

A partir do 14° dia de cultivo, foi observada a migracdo das células na
superficie da garrafa de cultivo, e no 28° as células apresentavam-se confluentes e
foi realizada a primeira passagem.

Todos o0s materiais causaram alteracdes significativas na atividade da
desidrogenase mitocondrial (Tabela 1). A interacdo entre os trés fatores provocou
alteracdes significativas (p < 0,0001).

Nas primeiras 24 horas de contato com as células, todos os materiais
apresentaram toxicidade maior que o controle (p < 0,0001), independente da reacao
de presa (Figura 1). Os extratos obtidos dos materiais manipulados as 48h e 72h
determinaram toxicidades distintas. Para o cimento fresco, os cimentos Sealer 26 e
Portland branco nao diferem entre si e com o controle a partir de 72 h. Ja& no
Momento Il apenas o Cimento Portland branco apresenta semelhanca estatistica
com o controle neste periodo. Sealer o e Endofill ndo diferem entre si em todos os
periodos observados (Figura 1A).

Apbs a reacdo de presa, somente o cimento de Portland manteve a uma taxa

de células viaveis superior aos demais materiais (Figura 1B).

Tabela 1: Porcentagem da viabilidade celular das células do ligamento periodontal,
apo0s contato com extratos de materiais endodénticos pelo teste MTT*

Momento | Momento Il

24 h 48 h 72h 24 h 48 h 72 h

Endofill 3,906+0,739 4,477+0,747 2,232+0,372 |5,980+0,196 3,971+0,381 4,244+0,920
Sealer 26 |4,598+0,267 23,49+4,634 62,994+9,439 |5,850+0,557 3,720+0,345 4,151+0,494
Sealera [9,861+1,211 3,910+1,497 3,308+0,315 |7,941+0,259 4,747+0,495 5,102+0,106
C. Portland |5,596+1,164 46,602+3,015 55,526+4,473|4,673+0,408 43,816+3,699 71,081+18,355

*O controle é considerado como 100% viavel.
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Figura 1: Avaliacdo de viabilidade das células do ligamento
periodontal (teste MTT) apOs contato com extratos de materiais
endodonticos frescos (grafico A) e apos a reacdo de presa (gréafico
B).
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1.5.2 Avaliagdo do A¥n,

Os dados coletados estao resumidos na Tabela 2 e Figura 2.

A analise estatistica demonstrou que apenas a composi¢cao do material causa
diferencas estatisticas entres os materiais analisados (p < 0,0001). Neste contexto,
ndo ha diferenca estatistica significativa entre o grupo Controle e os Cimentos

Sealer a e Portland (p > 0,05). Sealer 26 e Endofill ndo diferem entre si (p > 0,05)

Tabela 2: Média do AYm das células do ligamento periodontal apos 24 h de contato
com materiais endodoénticos

Materiais Momento | Momento I

48 h 72 h 48h 72 h
Controle 66,30929 66,47284 67,16539 64,92656
Endofill 32,64352 26,31561 38,74988 50,92025
Sealer 26 60,17041 28,00133 40,92478 60,51449
Sealer a 38,84725 51,82303 58,67220 61,93046
C. Portland 63,53895 61,57213 63,11763 58,90177

1.6 DISCUSSAO

Os testes de biocompatibilidade de materiais por meio de cultura de células
apresentam como fator limitante a pouca correspondéncia com o sistema vivo. Uma
vez que ndo apresentam um sistema de defesa atuante, tampouco uma troca de
fluidos constante. Desta forma, os resultados tendem a superestimar a toxicidade
dos materiais.

No modelo adotado, a utilizacao de células de ligamento periodontal humano
e o recolhimento do meio de cultura em trés periodos foram apenas para tentar
simular uma situagéo real do corpo humano. Os trabalhos de biocompatibilidade de
materiais geralmente deixam o meio de cultura em contato com o material por 72
horas, em repouso (15, 16). Dessa forma o meio fica estagnado e ocorre um

equilibrio entre soluto e solvente.
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Trocar o meio em trés periodos também néo é igual a situacao in vivo, mas
forca um novo equilibrio entre o meio de cultura e o material avaliado. Assim, 0s
subprodutos soluveis ou hidrolisaveis podem ser liberados do material em todos os
periodos avaliados.

O teste MTT € baseado na capacidade das enzimas desidrogenases
mitocondriais das células metabolicamente ativas reduzirem sais de tetrazdlio (14).
O processo de reducédo nado esta totalmente elucidado, mas sabe-se que além das
desidrogenases mitocondriais participam do processo enzimas da cadeia de
transporte de elétrons (17) bem como fragBes sub-celulares que possuam NADH ou
NADPH (18). Dessa forma, ndo se pode considerar como um teste de funcdo
mitocondrial (17), mas é atil como um teste de rastreamento de viabilidade.

Os resultados demonstraram que o Endofill, cimento a base de oOxido de
zinco-eugenol demonstrou ser 0 mais téxico dos materiais testados. O eugenol pode
ser liberado durante a reacdo de presa ou a partir da hidrélise do eugenolato de
zinco (19). Sendo um derivado fendlico, o eugenol é incorporado a camada lipidica
das membranas celulares alterando a sua permeabilidade (20). A reducdo da acéo
do glutatido redutase foi apontada como principal mecanismo indutor de toxicidade
do eugenol (21). Da reacao de hidrélise também ocorre a liberacdo do zinco que, em
concentracfes pequenas, inibe o consumo de oxigénio e altera o0 A¥Y, (22)

Varios autores afirmaram que a toxicidade do eugenol € crescente e dose-
dependente (20, 21, 23-25), ou seja, quanto mais eugenol utilizado na manipulacao,
maior a toxicidade. O Endofill ndo possui uma propor¢cdo determinada de po e
liquido para sua utilizagcdo. Segundo o fabricante, a propor¢cdo pode ser ajustada
utilizando mais ou menos eugenol.

O Sealer 26 é um cimento a base de resina epoxi e contem hidréxido de
calcio na composicdo. Semelhante ao AH 26 apresenta uma toxicidade inicial alta
devido a hidrélise do catalisador com liberagéo de formaldeido e amoénia (26). Além
do catalisador, a resina epOxi é apresentada como citotoxica devido aos efeitos
semelhantes aos estrogénios e por possuir potencial genotéxico (27). Apds a presa,
o material apresenta uma melhoria na compatibilidade (Figura 1). Ao contrario do
que apresenta a literatura, a toxicidade foi maior no Momento Il, ou seja, apés a
presa do material (Figura 1). A solubilidade dos cimentos a base de resina epoéxi é

maior no pH 7,0 do que outros cimentos endodénticos, apds 24 horas de presa (28).
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Essa maior solubilidade pode ser responsavel pelo aumento da toxicidade do
material.

O cimento de Oxidos ativos apresentou uma alta toxicidade tanto no Momento
I quanto no Momento Il (Figura 1). Contudo ndo € possivel predizer qual fator € o
responsavel pela toxicidade porque este foi o Unico material que reagiu com o meio
de cultura. Houve uma descoloracdo do vermelho de fenol (marcador colorimétrico
do pH do meio de cultura) a partir de 48 horas apds a manipulacédo do material. Esse
tipo de reacdo ocorre geralmente na presenca de agentes oxidativos ultra-reativos e
um fotocatalisador, como a luz ultravioleta, mas em nenhum momento do
experimento houve essa fotocatalisacdo (29). Foi observada uma inibicdo total da
reacao de presa do cimento no Momento | e no Momento Il, apds a colocacdo do
meio de cultura, a superficie sofria uma alteracdo que a tornava mais amolecida.
Estudos mais especificos serdo necessarios para determinar os componentes do
cimento envolvidos neste processo.

O Cimento de Portland branco foi preferido ao cinza porque a liberacdo de
arsénico se mantém dentro do limite tolerado pela 1SO 9917-1 (30). Apesar de
demonstrar um efeito toxico menor que o apresentado pelos outros materiais, ndo
significa que seja tdo melhor por ter diferido significativamente do controle (p <
0,0001) (Figura 1).

Fatores tais como: heterogenicidade celular da cultura; velocidade de
metabolismo diferente; células em fases distintas do ciclo celular; diferencas no
transporte de substancias através da membrana e caracteristicas anti-oxidativas dos
materiais podem alterar o resultado do teste MTT (18, 31-33). Talvez estes sejam
alguns dos fatores para uma diferenca tdo marcada entre o teste MTT e a avaliagao
A¥, encontradas no presente trabalho.

Os resultados demonstraram que 0 processo de presa e o periodo avaliado
nao interferem no AY¥,. Assim, as diferencas entre o Controle e o Endofill ou o
Sealer 26 sao derivadas da composi¢do do material. Contudo, em relagéo ao Sealer
26 fazem-se necessarias pesquisas mais apurada para se estabelecer a causa, uma
vez que o0 Sealer a possui a mesma resina e obteve resultados distintos.
Interessante observar que o Sealer o apesar de apresentar um potencial oxidativo
maior que os demais materiais, este nao foi o suficiente para alterar o A¥,,. Segundo

Novitsky et al (2008) s6 ocorre uma redugdo do A¥,, em células expostas a uma
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concentracdo de 1mM H,O, (34) e que esta ainda depende da capacidade de
fatores anti-oxidativos intracelulares.

Apesar da alteracdo na viabilidade celular demonstrada pelo teste MTT, a
citometria de fluxo revela que a caracteristica fisiolégica da mitocondria fica
relativamente preservada. Deste modo pode-se supor que nédo houve alteragédo da
producdo de energia das células ao contato com Sealer o« ou com Cimento de

Portland.

1.7 CONCLUSOES

Conclui-se que o cimento de Portland branco causou menor alteragdo na
viabilidade celular e tanto ele quanto o cimento de Oxidos bioativos ndo causam
alteracdes na producéo de energia. Nao obstante, num processo de selamento de
perfuracdo podem causar alteracGes patoldgicas iniciais que retardam o reparo,

pelas alteragdes iniciais de viabilidade.
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2.1 Resumo

Objetivo: Os objetivos deste trabalho foram analisar as alteragbes volumétricas que
ocorrem nas células do ligamento periodontal humano apds contato com extrato de
materiais endododnticos e avaliar as alteracdes de pH do meio de cultura causadas
por estes materiais.

Metodologia: As alteragbes volumétricas foram analisadas por citometria de fluxo.
As células (6 x 10 células/poco) foram incubadas por 24 horas a 37°C, com extratos
dos materiais em duas condi¢gBes de presa (recém espatulados e apds 24 horas de
presa). A extracao foi executada em dois periodos distintos (48 e 72 horas para
materiais frescos; 72 e 96 horas para materiais com presa inicial de 24 horas).
Depois do contato das células com os extratos, as células foram tripsinizadas e
incubadas com 3 puL de Rodamina 123 e analisadas sob um comprimento de onda
entre 515-530 nm (FL1). O software CellQuest v 3.0.1 foi utilizado para analise dos
dados. A andlise estatistica foi realizada usando teste ANOVA com trés fatores de
interacdo. Para analise morfolégica as células foram avaliadas em condicdes de
confluéncia e subconfluéncia com microscopio de fase invertido. Imediatamente
apos a obtencao do extrato do material endoddntico, o pH foi medido com auxilio de
pHmetro. A média de trés medidas (23°C), em repouso, foi considerada pH do
extrato.

Resultados: Os resultados demonstraram que os materiais Sealer 26, Sealer o e
Endofill provocaram acentuada reducdo volumétrica (p < 0,0001) das células
sugestivas de processo apoptoético. Sealer 26, Sealer oo e Cimento de Portland
também causaram grande alteracdo no pH do meio de cultura.

Conclusbes: Conclui-se que as células do ligamento periodontal sofrem
modificacdo de volume e forma e apds contato com materiais endoddnticos e que 0s
mesmos sao capazes de alterar o pH do meio.

Palavras-chave: morfologia, citometria de fluxo, pH, contracao volumétrica

2.2  Abstract

Background and Objective: Root perforation repair with endodontic materials can
be change periodontal tissue. The aims of this study were to evaluate the cell
shrinkage at human periodontal ligament cells following contact with a new bioactive
oxide-based endodontic material as compared to commonly used endodontic
materials, and to compare pH changes at the material extract.

Material and Methods: Cell skrinkage was evaluated by observing a loss of cellular
volume by flow cytometry. The cells (6 x 10* cells/well) were incubated for 24 hours
at 37°C, with material extracts in two conditions (fresh or set stage). The extraction
was executed in two distinct time point after mixed (48 e 72 h for fresh material; 72 e
96 h for set stage). After contact, the cells were harvested and incubated with 3 uL
rodhamine 123 solution and the emission wavelength was adjusted to 515-530 nm
(FL1). The CellQuest software v 3.0.1 was used for data analysis. The values
obtained were compared using ANOVA with three factor interactions. The loss of
cellular volume associated with cytoskeletal breakdown and blebbing of the plasma
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membrane was viewed by microscopy. pH was measured at the material extract at
varying time intervals with calibrated pHmeter.

Results: Sealer 26, Endofill and a new bioactive oxide-based endodontic material
caused significant cell skrinkage (p < 0.0001) and morphological changes that
suggest apoptosis. Moreover Sealer 26, white Portland cement and a new
endodontic material caused pH increase at culture media.

Conclusion: Endodontic materials can cause cell volume changes and pH disruption
after contact and this can retard healing.

Keywords: cell skrinkage, flow cytometry, dental materials, pH, cell morphology

2.3 Introdugéao

A regulacdo do volume celular é essencial para diversas funcdes celulares
(1). Os mecanismos regulatdrios incluem canais iGnicos, transporte através da
membrana e re-organizacdo do citoesqueleto, além de mecanismos ativos para

aumentar (RVI) ou diminuir (RVD) o volume celular (2).

As células respondem por aumento ou diminuicdo no volume a qualquer
perturbacdo osmdtica (1). A diminuicdo do volume celular pode ser prevenida pela
inibicdo de alguns ions tais como CI', contudo se a reducéo alcancar 70% do volume
original por um periodo superior a 3 h pode ocorrer ativacdo do processo de

apoptose independente do ligante (3).

O processo apoptético € geralmente caracterizado por aspectos morfolégicos
tais como condensacao nuclear, fragmentacdo nuclear, vacuolizacdo da membrana
e contracdo volumétrica da célula (4, 5). A duracdo do processo pode ser tdo curta
quanto a mitose (6). De todas essas caracteristicas apenas a contragdo volumétrica
€ comum a todos os tipos celulares (7) e é a Unica que ocorre em meio isotonico,
independente da ativacdo de caspases e de outras organelas (5). Provavelmente
pela ativagéo de canais K* e/ou CI" (1).

Materiais endodonticos utilizados no reparo de perfuracdes radiculares podem
alterar o meio a partir da liberacdo de ions e outros compostos quimicos (8, 9). Tais
subprodutos podem gerar sinais que levam a ativagdo de caspases e,

consequentemente, a apoptose celular (10).

Em um sistema in vivo, o processo pode passar despercebido uma vez que o

processo apoptoético ndo ativa a resposta inflamatoria (7). Em um sistema in vitro, as
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alteracdes do meio podem ser superestimadas por uma eventual concentracdo de

fatores. Apesar disso, € Gtil como atividade de rastreamento.

Os objetivos desse trabalho foram analisar as alteragdes volumétricas que
ocorrem em células do ligamento periodontal humano ap6s contato com extrato de
materiais endoddnticos e avaliar as alteracfes que esses extratos causam no pH do

meio de cultura.

2.4 Materiais e Métodos

2.4.1 Cultura priméria de células do ligamento periodontal (PDL)

As células do ligamento periodontal foram obtidas de dois terceiros molares
extraidos, de uma mesma pessoa, 34 anos, por motivo de impactacdo. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia®.

Imediatamente antes do procedimento cirargico, a paciente foi instruida a
bochechar uma solucéo de clorexidina a 0,12% por 2 minutos. Cada terceiro molar
extraido foi lavado com solucéo salina esterilizada, tomando-se o cuidado de ndo
manipular as raizes. Apés a lavagem foram colocados em um tubo Falcon contendo
meio de cultura (DMEM [Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco — Invitrogen Co,
EUA] tamponado com bicarbonato de sddio [Sigma-Aldrich, Co, USA] suplementado
com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Gibco, EUA) e 1% de antibiotico (penicilina
100U/mL/ estreptomicina 100 pug/mL, Gibco — Invitrogen, EUA).

Os tubos foram levados ao laboratério de Morfologia e Morfogénese e, dentro
da camara de fluxo laminar (Veco, Brasil), os dentes tiveram a remocé&o do ligamento
periodontal, com auxilio de uma cureta periodontal estéril, dos tercos médio e apical
das raizes. O material foi colocado em frascos de 25 cm? com 5 mL de meio de
cultura e levados a estufa a 37°C, com 5% CO; (Tecnal, Brasil). Os frascos foram

identificados com o nimero do dente e a data.

6 Projeto aprovado 030/09 Anexo 3
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Nos primeiros sete dias houve a troca do meio de cultura diariamente com
avaliacdo morfolégica prévia das células aderidas ao frasco de cultura. Ao atingirem
a confluéncia, as células foram transferidas para frascos de 75 cm? contendo 10 mL

de meio de cultura, caracterizando a primeira transferéncia (T1).

2.4.2 Preparo das amostras

Os materiais testados foram:

*  Grupo |: controle negativo: auséncia de material,

* Grupo Il: cimento endodbntico a base de 6xido de zinco-eugenol
(Endofill, Dentsply, Brasil) — lote 792680

* Grupo lll: cimento endodbntico a base de resina epoOxi (Sealer 26,
Dentsply, Brasil) — lote 791827

*  Grupo IV: cimento a base o0xidos bioativos (sistema pé-resina, sendo o
pé composto por CaO, SiO, P,0s [Sigma-Aldrich, Co, USA|],
hexametilenotetramina [Merck, Alemanha] e BaSO, [Sigma-Aldrich,
Co, USA]. A resina utilizada foi a resina epoxi. A partir de agora sera
referido como Sealer o (Universidade de Brasilia, Brasil).

* Grupo V: Cimento de Portland branco (Saint-Gobain Quartzolit ltda,
Brasil) — lote ndo informado

Todos os materiais foram manipulados em placa de vidro e com espatula
n°24, ambos esterilizados. A manipulacdo foi realizada num Unico momento na
camara de fluxo laminar, conforme instrugcbes dos fabricantes. O Sealer o
acompanhou a forma de preparo do Sealer 26. Os materiais testados foram
preparados com quantidade suficiente para preencher o fundo de um poco de uma
placa de cultura de células de 12-pogos, com espessura aproximada de 1 mm.
Foram utilizados 3 pogos para cada material e o controle.

As avaliagbes de viabilidade foram realizadas pela reacdo das células aos
produtos liberados pelos materiais, no meio de cultura, em dois momentos,
subdivididos em trés periodos de observacéo, independentes:

c) Momento |: materiais recém espatulados: periodos de observacéo 24,
48 e 72 h apds a manipulacdo, em contato com o meio de cultura por
24 h;
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d) Momento II: materiais com presa de 24 h, mantidos em estufa a 37°C
com 80% de umidade relativa. Apos esse periodo foi adicionado o
meio de cultura para analise 24, 48 e 72 h apés a adicdo do meio, por
um periodo de 24 h.

Sobre os materiais foram colocados 3,4 mL de meio de cultura imediatamente
ou apos 24 h da manipulacdo do cimento. A placa contendo os materiais com o meio
de cultura foi mantida em estufa a 37°C, com 5% de CO,. A cada 24 h, o meio de
cultura que estava em contato com o cimento era recolhido e transferido para um
tubo Falcon, devidamente identificado. As trocas de meio foram realizadas até
completar os periodos de observacao.

2.4.3 Determinacdo do volume e da granulosidade celular por citometria de fluxo’

Apés um periodo de incubacdo de 24 horas (37°C) das células do ligamento
periodontal (6 x 10“céls/poco em placa de 12-pocos) com extratos dos materiais dos
periodos de 48 e 72 horas (Momento | e Il), as alteracbes de morfologia celular
foram analisadas por meio de citometria de fluxo. Rodamina 123 (Invitrogen, EUA) (3
uL) foi adicionada a cada poco e incubada por um periodo de 15 minutos, a
temperatura ambiente. A leitura no citometro de fluxo (FACSCallibur, Becton &
Dickenson, EUA) foi realizada com ajuste de intensidade de fluorescéncia emitida no
comprimento de onda 515-530 nm (FL1). Os dados obtidos da leitura foram
analisados pelo programa CellQuest software versdo 3.0.1 (Becton-Dickinson, EUA).

A andlise dos resultados foi realizada pelo teste ANOVA a trés fatores
(periodo-momento-grupo) com interagdo entre eles com nivel de significancia p <
0,05.

2.4.4 Anélise Morfoldgica
As células incubadas com meio de cultura fresco foram analisadas em

condicdes de subconfluéncia e confluéncia, em microscopio de fase invertido (Unico,

EUA). As células incubadas com extratos dos materiais foram comparadas com

" Anexo 4
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estas quanto a forma, aos prolongamentos, a posi¢cdo do ndcleo e demais aspectos
visiveis ao exame microscopico.

A aquisicdo das imagens foi realizada com uso de camera digital (Zeiss,
Alemanha) acoplada a ocular do microscépio de luz invertida e o software de

aquisicao Scope (versédo 1.0.0.0, 2003).

2.4.5 Andlise do pH do extrato.

Imediatamente apos a transferéncia do meio contendo extrato para um tubo
falcon foi realizada a medida do pH do extrato com auxilio do pHmetro (Tecnopon,
Brasil) Foram realizadas trés medidas de cada tubo falcon, a temperatura ambiente
média de 23°C, em repouso, até a obtencéo do equilibrio. O pH foi determinado pela
média aritmética das trés medidas. A analise dos resultados foi realizada pelo teste
ANOVA (two-way) com nivel de significancia p < 0,05.

2.5RESULTADOS

2.5.1 Andlise Volumétrica

As alteracdes de volume foram analisadas a partir das alteracbes do
parametro forward-angle light scatter (FSC), que representa o volume da célula,
versus o parametro side-angle light scatter (SSC), que representa a granulosidade
das células (Graficos 1 a 4).

Na analise dos graficos 1 e 2 observa-se que os cimentos Sealer 26, Sealer o
e Endofill causaram alteragbes maiores nas células, uma vez que houve uma
reducdo acentuada no volume e na granulosidade das mesmas, sugerindo um
processo de apoptose. Nao obstante, o processo em relacdo ao cimento Sealer 26 é
um pouco mais lento, pois na analise com apos 48 horas, ocorre um aumento do
parametro SSC caracteristico das alteragdes iniciais do apoptose.

J4 o cimento de Portland branco manteve-se proximo do controle tanto na
analise fresco, quanto apds a sua presa, apesar do aumento de granulosidade. A
analise estatistica demonstrou ndo haver diferenca entre o grupo controle e o grupo

que ficou em contato com o extrato do cimento de Portland (p > 0,05).
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As diferencas entre os materiais e o controle foi significativa (p < 0,0001)
apenas na avaliacédo individual do grupo (Tabela 1). Tal resultado evidencia que
independente do tempo de observacédo (48 ou 72 h) ou grau de presa (fresco ou
presa completa), as alteracbes volumétricas sdo derivadas da composicdo dos
materiais e daquilo que os mesmos liberam no meio (Grafico 5). As médias dos
grupos Endofill, Sealer o e Sealer 26 ndo diferem estatisticamente entre si, mas

diferem significativamente dos grupos Controle e cimento de Portland.

Tabela 1: Média de células do ligamento periodontal com morfologia alterada apés
contato com extrato de materiais endodénticos.

Materiais Momento | Momento Il

48 h 72 h 48 h 72 h
Controle 25,403972 25,198134 25,297732 28,782450
Endofill 44,876393 67,056815 67,309002 66,132093
Sealer 26 53,467319 42,308872 60,686816 60,246130
Sealer a 65,658045 47,068704 60,647104 52,001454
C. Portland 35,693931 21,614481 30,314993 31,897214
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2.5.2 Andlise morfolégica

As células do controle, em todos os periodos observados apresentaram-se
alongadas e com prolongamentos. O ndcleo das células, quando visivel, apresentou-
se centralizado, com o nucléolo evidente (Figura 1A).

As células do ligamento periodontal em contato com extrato do cimento
Endofill apresentaram granulagcdes na superficie independente do periodo
observado (Figura 1B).

Em contato com os extratos do cimento Sealer 26, no Momento I, as células
apresentaram grandes alteragbes morfologicas (Figura 1C). Contudo, as maiores
modificacdes morfologicas foram observadas no Momento Il com extrato do Sealer
26 (Figura 1D). As células foram perdendo a forma alongada e tornando-se cada vez

mais redondas.
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Devido a formacdo de um gel sobre as células em contato com o Sealer
o, ndo foi possivel avaliar a forma das células ap6s o contato com o extrato do
material no periodo de 24 horas, tanto no Momento | quanto no Momento Il da
avaliacdo. Nos demais periodos, do Momento | e do Momento Il, foram observados
gue as células perdiam o conteudo celular e reduziam de tamanho (Figura 1E).

Em contato com os extratos do Cimento de Portland, as células do ligamento
periodontal apresentaram uma reducdo do volume, mas a forma alongada foi

preservada (Figura 1F).

2.5.3 Andlise do pH

As médias do pH do meio de cultura apés o contato com o material
endodoéntico estdo resumidos nos Graficos 6 e 7.

A alteracédo de pH do meio provocada pelos materiais frescos foi significativa
entre os grupos (p = 0,0427). Contudo ndo houve diferenca entre os periodos

analisados (Grafico 6).

Figura 1: Aspecto morfologico das células do ligamento periodontal humano apds
contato com extrato de materiais endodénticos (Momento 1l). (A) Controle (72 h); (B)
Endofill (72 h); (C e D) Sealer 26 (48 e 72 h); (E) Sealer o (72 h) e (F) cimento de
Portland (72 h), 200x.
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Quando se avalia o pH do meio de cultura ap6s o periodo de 24 horas

(Gréfico 7) em que os materiais foram mantidos na estufa, em repouso, observa-se
que houve diferenca estatistica tanto entre os grupos (p = 0,0139) quanto entre os
periodos (p = 0,0245).

9,50
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8,50
T
o
8,00 -
7,50
7,00
Controle Endofill Sealer 26 Sealer A c.
Portland
m24 h 8,05 8,02 8,10 9,20 8,33
48 h 7,88 7,89 7,87 8,36 8,02
m72h 7,86 7,85 7,87 8,16 7,98

Gréfico 7: Variagdo do pH do meio de cultura apds 24 horas de
contato com material endodéntico apés 24 h de reacédo de presa
(Momento 11). (Temperatura média 23,2°C)
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2.6 Discussao

A perda do volume celular provoca uma série de alteracbes internas como
alteragcbes no citoesqueleto celular, e posteriormente perda do potencial de
membrana mitocondrial (11). A liberacdo de substancias toxicas, a partir dos
materiais, afeta ndo sé a morfologia celular, mas o comportamento de adesédo das
células (12). A adeséao das células ao substrato € fundamental para o processo de
reparo e é indicativo da biocompatibilidade dos materiais (13). A proliferacdo e
migracao dos fibroblastos do ligamento periodontal sdo pré-requisitos para a sintese

e remodelamento da estrutura protéica do ligamento periodontal (14).

Dentre as causas para alteracdo volumétrica das células destacam-se as
alteracdes ibnicas do meio, 0 processo apoptotico e o pH. Alteracdes no pH séo
capazes de alterar diversas fungbes celulares incluindo a proliferacdo e
diferenciacao celulares (15).

As células do ligamento periodontal apresentam crescimento 6timo no pH 7,4
(16). Acima de 7,8 as células demonstram alteracdes fisioldgicas e morfoldgicas
sugestivas de processos apoptoticos (14), provavelmente independente da ativacéo

da caspase-3 porque esta tem sua atividade inibida no pH acima de 7,6 (17).

Em relacdo ao pH, todos os materiais alteram o meio, contudo o sistema
tampdo do mesmo minimiza o efeito. O mais utilizado é o tamp&o de bicarbonato
gue converte o CO, da atmosfera e mantém o pH oOtimo (18). Fora da estufa de
crescimento, a concentragédo de CO; se altera e, portanto, o pH. Por isso o pH do

controle apresentou-se acima do ideal no experimento.

Os cimentos Sealer 26, Sealer o e cimento de Portland branco provocaram as
maiores alteracdes no pH. Todos trés possuem célcio na composi¢do, na forma de
oxido ou hidroxido, que representa o agente da modificagdo. As diferencas entre
eles séo relativas as outras caracteristicas do material que podem manter a [OH] na

superficie por periodos variaveis (19, 20).

A anadlise desses ions liberados € importante ndo so pela alteracdo do pH do

meio, mas porque a movimentacao ibnica atraves da membrana celular pode alterar
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0 seu metabolismo e favorecer a contracdo volumétrica (7). Neste estudo, foi
verificado que apenas a composicéo era responsavel pelas alteracdes volumétricas,
mas nao é possivel afirmar se a alteracdo se deve a algum componente toxico

especifico do cimento ou somente a alteracdo do pH ou ambos.

A alteracdo volumétrica observada, neste estudo, foi a contracdo volumeétrica.
Na citometria de fluxo, a analise dos parametros FSC e SSC € capaz de identificar
tanto processos necréticos quanto os processos apoptoéticos (6, 21). Na necrose
ocorre aumento rapido de FSC, por causa do edema, e diminuicdo do SSC, pela
fragmentacdo de organelas. Enquanto que no processo apoptotico ocorre,
inicialmente, uma diminuicdo de FSC devido a contracdo celular e um aumento de
SSC pela condensacao da cromatina e fragmentacéo nuclear. Em aspecto tardio do

processo e a diminuicdo de ambos os parametros.

Contudo, havendo uma alteragdo na osmolaridade do meio pode ocorrer uma
diminuicdo do volume celular seguida de uma resposta regulatory volume increase
(RVI), sem que aja o desencadeamento do processo de morte celular (7). Assim,
outros estudos seriam necessarios para verificar o comportamento das células do
ligamento periodontal humanos sob alteragdes osmaticas. A diminuicdo do volume
celular verificada neste trabalho, apds o contato com extratos de materiais, pode
desencadear ou ndo o0 processo apoptotico dependendo da capacidade

regulatériada célula.

As alteracbes morfolégicas apresentadas pelas células em contato com
extrato de 6xido de zinco-eugenol sdo corroboradas por trabalhos anteriores (22,
23), bem como o comportamento das células na presenca de extratos de cimento de
Portland (12, 22). As alterac6es observadas nas células que ficaram em contato com
o Endofill sdo sugestivas de estarem sofrendo processo apoptético devido a
quantidade de granulacbes, semelhantes a bolhas, na superficie. E como se
estivesse ocorrendo a liberagcdo de corpos apoptoticos. Em relagcdo ao Sealer 26
ficou nitida a morte das células pela desorganizacdo do citoesqueleto. Presenca de
vacuolos na superficie e a alteracdo da forma celular sugerem a toxicidade do

material (12).
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2.7Conclusdes

A partir dos resultados conclui-se que, com excec¢do do cimento de Portland,
as células do ligamento periodontal sofrem modificacdo de volume e de forma apés
0 contato com materiais. Em relacdo ao pH, materiais que contém calcio na

composicao sao capazes de alterar o pH do meio de cultura.
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& Anexo 6



50

3.1Resumo

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar a genotoxicidade de um novo material
endodoéntico a base Oxidos bioativos e comparando-o com materiais endoddnticos
utilizados em clinica sobre células de ligamento periodontal humano.

Metodologia: A genotoxicidade foi avaliada a partir das alteracdes no ciclo celular e
nos danos ao DNA analisadas por citometria de fluxo. As células (6 x 10*
células/poco) foram incubadas por 24 horas a 37°C, com extratos dos materiais em
duas condicfes de presa (recém espatulados e apds 24 horas de presa). A extracado
foi executada em dois periodos distintos (48 e 72 horas para materiais frescos; 72 e
96 horas para materiais com presa inicial de 24 horas). Depois do contato das
células com os extratos, as células foram tripsinizadas e incubadas com 200 uL de
solucdo de iodeto de propidio e analisadas sob um comprimento de onda entre 560-
580 nm (FL2). O software CellQuest v 3.0.1 foi utilizado para analise dos dados. A
andlise estatistica foi realizada usando teste ANOVA com trés fatores de interagéo.
Resultados: Os resultados demonstraram que os materiais causam danos ao DNA
das células pela interacdo dos trés fatores (composi¢cdo quimica, reacdo de presa,
periodo analisado) (p < 0,0001). Em relacao ao ciclo celular as altera¢cées ocorreram
principalmente quando o material estava fresco. O cimento a base 6xido de zinco-
eugenol foi o mais toxico dos materiais analisados e o novo material foi o que
causou 0os menores danos ao ciclo celular, principalmente apés a presa do material.
Conclusdes: O novo cimento a base de 6xidos bioativos causou os menores danos
ao DNA e ao ciclo celular das células podendo ser utilizado como material de reparo
de perfuracoes.

Palavras-chave: cultura de células; material endodontico; citometria de fluxo;
genotoxicidade

3.2 Abstract

Aim: The aim of this study was to evaluate the genotoxicity of a new bioactive oxide-
based endodontic material as compared to commonly used endodontic materials in
human periodontal ligament cells.

Methodology: Genotoxicity was evaluated by observing cellular DNA content and
the cell cycle changes by flow cytometry. The cells (6 x 10* cells/well) were incubated
for 24 hours at 37°C, with material extracts in two conditions (fresh or set stage). The
extraction was executed in two distinct time point after mixed (48 e 72 h for fresh
material; 72 e 96 h for set stage). After contact, the cells were harvested and
incubated with 200 pL propidium iodide solution and the emission wavelength was
adjusted to 560-580 nm (FL2). The CellQuest software v 3.0.1 was used for data
analysis. The values obtained in the individual experimental series were compared
using ANOVA with three factor interactions.

Results: The results demonstrated that all of the materials caused changes to the
DNA from an interaction among three different factors (chemical composition, setting
reaction, and time point) (p < 0.0001). The cell cycle changes occurred primarily
when the materials were freshly mixed. A new bioactive sealer did not differ from the



51

control after the set material on all cycle phases (p > 0.05). Zinc oxide eugenol-based
sealer is the most genotoxic material.

Conclusion: The new bioactive oxide-based endodontic material did not induce a
significant DNA damage or changes on cell-cycle. This is confirming its adequacy as
a perforation root repair material.

Keywords: Cell culture; Dental materials; Flow cytometry; Genotoxicity.

3.3Introducéao

ApOs processos patoldgicos, a area lesada é reparada por complexos
mecanismos de migracao, adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de varios tipos
celulares (1). Quando o reparo ocorre nas estruturas periodontais 0 processo se
torna mais complexos devido a estreita relacdo entre as estruturas dentarias e
periodontal (2).

A matriz cementaria é capaz de influenciar a diferenciacdo de células
mesenquimais e exibe propriedades indutivas importantes para adesédo e
regeneracao do novo tecido (3). Além disso, proteinas ndo-colagenas do cemento
sdo capazes de influenciar a diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas,
excluindo fendtipos indesejados, além de providenciar sinais essenciais para a
ligacdo com o tecido conjuntivo (3-7).

Durante o processo de reparo radicular, dependendo da destruicdo do
cemento, componentes da matriz dentinaria serdo necessarios para inducdo da
formacéo de um tecido tipo-cemento celular (8).

Os fibroblastos do ligamento periodontal sédo responsaveis pela homeostase e
regeneracado do ligamento. Existe ainda uma populacdo de células no ligamento
periodontal que secretam fatores necessarios para a regulacdo ou inibicdo da
mineralizacao (9).

Um tipo de agressdo que o periodonto esta sujeito a sofrer é a perfuracao
radicular, iatrogenia dos tratamentos endodoénticos e protéticos. As perfuracdes
podem ser seladas com variados materiais endodonticos, que devem possuir
caracteristicas que ndo retarde, impe¢a ou modifique negativamente o processo de
reparo.

Dessa forma, ndo devem induzir altera¢cdes bioquimicas na matriz cementaria

que resultem na perda da atividade da mesma (1). Também n&do devem induzir
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alteracbes biologicas nas células envolvidas no processo. Dentre as varias
alteracdes, aquelas conhecidas como genotoxicas se revestem de singular
importancia na avaliacdo de compatibilidade.

Materiais citotoxicos podem causar extenso dano ao DNA celular (10). Estes
danos podem iniciar a morte celular pela ativacdo de fatores transcriptivos ou
independente destes (11, 12).

O dano ao DNA celular pode interromper o ciclo celular (13). A anélise do
ciclo celular é utilizada para determinar a capacidade proliferativa da célula. O ciclo
pode ser dividido em 4 estagios: G1 (pré-sintese de DNA), S (sintese de DNA), G2
(pGs-sintese de DNA) e M (mitose). A inducdo do apoptose induzida por danos no
DNA pode ocorrer conforme pontos de verificacdo do ciclo, na fase S (impedindo a
entrada no ciclo ou prevenindo a replicacdo de DNA) ou na fase M (impedindo a
mitose) (12).

Cimentos endodénticos e o mineral triéxido agregado (MTA) séo utilizados,
com frequéncia, na clinica para selamento das perfuragcdes nos tercos apical e
cervical, respectivamente. Cimento de Portland é similar ao MTA, mas possui uma
quantidade maior de metais pesados na composicdo (14). Vérias pesquisas
demonstraram que o MTA ndo causa danos ao DNA (15, 16). Os cimentos a base
de 6xido de zinco-eugenol e a base de resina epoxi sdo descritos como genotéxicos
(17, 18).

Materiais bioativos possuem a habilidade de estabelecer uma relacdo com os
tecidos induzindo uma resposta especifica, como a formacéo de osso (19). Possuem
na composic¢ao calcio e fésforo, as vezes acrescido de silica e magnésio (20). Tais
modificacdes quimicas influenciam no comportamento celular ou no processo de
calcificagdo (21). Na Universidade de Brasilia, um novo material & base de Oxidos
bioativos foi desenvolvido com o intuito de reparar perfuracdes e como material
retro-obturador. Resina epoOxi foi usada como veiculo devido a facilidade de
aplicacao e por providenciar adesao na dentina (22).

O objetivo desse trabalho é avaliar as alteragbes nas fases do ciclo celular e
no contetddo do DNA de células do ligamento periodontal humano induzidas por
quatro materiais endodoénticos: dois cimentos endoddnticos (Endofill© e Sealer 26®)
e dois materiais para selamento de perfuracées (Cimento de Portland branco e

Sealer o).
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3.4 Materiais e Métodos

3.4.1 Cultura Primaria de Células do Ligamento Periodontal (PDL)

As células do ligamento periodontal foram obtidas de dois terceiros molares
extraidos, de uma mesma pessoa, 34 anos, por motivo de impactacao. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Sautde da
Universidade de Brasilia®

Cada terceiro molar extraido foi lavado com solucéo salina estéril, tomando-se
o cuidado de ndo manipular as raizes. Apos a lavagem foram colocados em um tubo
Falcon contendo meio de cultura (DMEM [Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco
— Invitrogen Co, EUA] tamponado com bicarbonato de soédio [Sigma-Aldrich, Co,
USA] suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Gibco, EUA) e 1% de
antibiotico (penicilina 100U/mL/ estreptomicina 100 ug/mL, Gibco — Invitrogen, EUA).
Os tubos foram levados ao laboratério de Morfologia e Morfogénese e, dentro da
camara de fluxo laminar (Veco, Brasil), os dentes foram inseridos em frascos de
cultura de 25 cm? com 5 mL de meio de cultura e levados a estufa a 37°C, com 5%
CO; (Tecnal, Brasil). Os frascos foram identificados com o nimero do dente e a data.

Nos primeiros sete dias houve a troca do meio de cultura diariamente com
avaliacdo morfoldgica prévia das células aderidas ao frasco de cultura.

Ao atingirem a confluéncia, as células foram transferidas para frascos de 75
cm? contendo 10 mL de meio de cultura, caracterizando a primeira transferéncia
(T1). Os dentes foram colocados em outro frasco de 25 cm? com 5 mL de meio de
cultura e levados a estufa. Estes eram analisados diariamente para avaliacdo da
liberacdo de células da superficie da raiz.

Este procedimento foi realizado até ser observada a auséncia de células

migrando a partir do dente.
3.4.2 Preparo das amostras

Os materiais testados foram:

*  Grupo |: controle negativo: auséncia de material,

° Anexo 3
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Grupo II: cimento endodbntico a base de oOxido de zinco-eugenol
(Endofill, Dentsply, Brasil) — lote 792680

Grupo lll: cimento endodéntico & base de resina epoxi (Sealer 26,
Dentsply, Brasil) — lote 791827

Grupo IV: cimento a base oxidos bioativos (sistema po-resina, sendo o
p6 composto por CaO, SiO, P,0s [Sigma-Aldrich, Co, USA],
hexametilenotetramina [Merck, Alemanha] e BaSO, [Sigma-Aldrich,
Co, USA]. A resina utilizada foi a resina epoxi. A partir de agora sera
referido como Sealer o (Universidade de Brasilia, Brasil).

Grupo V: Cimento de Portland branco (Saint-Gobain Quartzolit ltda,

Brasil) — lote ndo informado

Todos os materiais foram manipulados em placa de vidro e com espatula

n°24, ambos esterilizados. A manipulagdo foi realizada num Unico momento na

camara de fluxo laminar, conforme instrugcbes dos fabricantes. O Sealer o

acompanhou a forma de preparo do Sealer 26. Os materiais testados foram

preparados com quantidade suficiente para preencher o fundo de um poco de uma

placa de cultura de células de 12-pocos, com espessura aproximada de 1 mm.

Foram utilizados 3 pocos para cada material e o controle.

As avaliacbes de viabilidade foram realizadas pela reacdo das células aos

produtos liberados pelos materiais, no meio de cultura, em dois momentos,

subdivididos em trés periodos de observacéo, independentes:

e) Momento I: materiais recém espatulados: periodos de observacao 24,

f)

48 e 72 h apds a manipulacdo, em contato com o meio de cultura por
24 h;

Momento Il: materiais com presa de 24 h, mantidos em estufa a 37°C
com 80% de umidade relativa. Ap6s esse periodo foi adicionado o
meio de cultura para analise 24, 48 e 72 h apés a adicdo do meio, por

um periodo de 24 h.

Sobre os materiais foram colocados 3,4 mL de meio de cultura imediatamente

ou apos 24 h da manipulacdo do cimento. A placa contendo os materiais com o meio

de cultura foi mantida em estufa a 37°C, com 5% de CO,. A cada 24 h, o meio de

cultura que estava em contato com o cimento era recolhido e transferido para um
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tubo Falcon, devidamente identificado. As trocas de meio foram realizadas até

completar os periodos de observacao.

3.4.3 Avaliacdo da fragmentacdo do DNA e do ciclo celular por citometria de fluxo™®

Foi incubada, em placa de 12-pocos, uma densidade de 6 x 10* cél/poco por
um periodo de 24 h. Apoés esse periodo, o meio de cultura foi removido e adicionado
em cada poco 1 mL do extrato do material endodbntico avaliado ou do meio de
controle. O conjunto foi incubado por 24 horas (37°C). Transcorrido esse periodo as
células foram tripsinizadas e incubadas com 200 uL solucdo de iodeto de propideo
(PI) (20 pug/mL PI e 0,1% X-100 em solucdo salina tamponada) por 30 minutos, a
temperatura ambiente, antes da leitura. A leitura no citbmetro de fluxo
(FACSCallibur, Becton & Dickenson, EUA) foi realizada com ajuste de intensidade
de fluorescéncia emitida no comprimento de onda de 560-580 nm (FL2) com
deteccdo de 10000 eventos. Os dados obtidos da leitura foram analisados pelo
programa CellQuest software versdo 3.0.1 (Becton-Dickinson, EUA).

Os resultados adquiridos foram analisados estatisticamente pelo teste
ANOVA com fator de correcao de Turkey para trés fatores. O nivel de significancia

foi estabelecido com p < 0,05.
3.5Resultados

A partir do 14° dia foi possivel verificar as células se estendendo a partir das

raizes e com 28 dias de cultura houve confluéncia das células.
3.5.1 Fragmentacdo de DNA
A média do conteudo celular esta relacionada na Tabela 1. Houve interacdo

tripla entre os trés fatores (grupo, momento e periodo) (p < 0,0001) na analise da

fragmentacao de DNA (Tabela 1 e Figura 1).

% Anexo 4
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Todas as analises do Momento | apresentaram diferencas significativas entre
0s materiais endoddnticos e o controle, exceto o Sealer o no periodo de 48 h
(Tabela 1 e Figura 2A).

A diferenca entre o Sealer a e o controle também foi observada no Momento
Il (Tabela 1 e Figura 2B). A diferenca foi de 64,2% no periodo de 48 h, reduzindo
para 15,9% no periodo de 72 h (Figura 1). Os demais cimentos mantiveram a

diferenca significativa em relacao ao controle.

Tabela 1: Genotoxicidade dos materiais endodénticos sobre as células do ligamento
periodontal humano*

Conteudo de DNA celular

Material Momento | Momento Il
48h 72h 48h 72h

Controle 490.00000 2865.66667 2919.00000 5904.66667
Endofill 9969.66667 9891.00000 9662.66667 9983.00000
Sealer 26 2999.00000 4952.33333 6575.33333 7664.66667
Sealer a 1650.00000 9707.00000 1045.00000 4965.66667
C. de Portland 2208.33333 5726.00000 8171.00000 9135.33333

*  Raiz quadrada da media do conteddo celular de DNA
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Figura 1: Efeitos dos materiais endoddnticos avaliados no conteudo DNA celular.
(Fresh material = Momento |; Set material = Momento II)
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Figura 2: Fragmentacdo de DNA nas células do ligamento periodontal. O
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Na analise do ciclo celular (Tabela 2) observou-se que também houve

interacao tripla, ou seja, as diferencas sdo decorrentes das interacdes entre os trés

fatores (tempo, material e estado de presa).

Na fase G1, com material ainda fresco (48 h), apenas o Endofill apresentou

diferenca estatistica significante em relacao ao controle (p < 0,0001). No Momento I

apenas o Sealer a ndo apresenta diferenca significante em relagéo ao controle, em

ambos os periodos analisados (p > 0,05) (Figura 3 e 4).

Tabela 2: Alteracdes no ciclo celular das células do ligamento periodontal humano
apos contato com extrato de materiais endoddnticos*

Momento |
Material G2/M
48 h 72h 48 h 72h 48 h 72h
Controle 70.5063131 67.4641832 48.8999968 36.1424235 42.7467997 33.0771298
Endofill 3.2724459 8.2578908 2.1842309 2.9213721 0.9106836 3.4773577
Sealer26  72.5168561 60.0117389 27.1043493 30.5777062 30.4872702 18.8858144
Sealer a 86.3509273  9.1241589  14.8125711  8.4527793  25.6479931  1.3333333
Cp** 76.6253541 51.3802689 27.8926053 26.9394404 29.5336360 28.7598999
Momento Il
Material G2/M
48 h 72h 48 h 72h 48 h 72h
Controle 84.1431336 63.8421667 34.1748665 20.7468566 34.3708217 18.3066798
Endofill 8.7354043 41143990 4.0832271 1.8652514 2.2954498 1.2167605
Sealer 26  58.3716375 48.3711889 19.9299832 16.1653359 23.5795688 4.0986557
Sealer a 81.8348213 57.5466653 24.8963056 15.3996267 32.9124519 13.7423574
Cp** 42.7490358  27.1580547 25.7257009 10.2902560 18.2467736 2.8671799

* Raiz quadrada da media de alterac¢&o do ciclo celular

** Cimento de Portland

Na fase S, do ciclo celular, as diferencas entre controle e materiais foram

devidas as interacdes entre dois fatores (grupo x tempo ou grupo x estado de presa
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ou estado de presa x tempo). Todos os materiais diferiram do controle quando
frescos no periodo de 48 h (p < 0,0001). ApGs esse periodo, o Sealer 26 e o
Cimento de Portland apresentaram similaridade com o controle (p > 0,05). No
Momento Il, apenas o Sealer o e o Cimento de Portland n&o apresentaram
diferencas com o controle (Figuras 3 e 4).

Finalmente, na fase G2/M repete-se a situacdo da fase G1 em que houve
interacéao tripla entre os fatores (p < 0,0001), no Momento I. No Momento II, o Sealer

a foi o tnico que néo diferiu do controle nos periodos observados (p > 0,05).
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Figura 3: Efeito dos materiais endodonticos sobre o ciclo celular. Grafico A
representa 0 Momento | e Grafico B o Momento Il. O Endofill ndo foi
representado porque provocou excessiva destruicado celular
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3.6Discussao

O ligamento periodontal possui células de diversas populacdes em estagios
de diferenciacdo e linhagens, logo cada grupo de células possui condicbes
favoraveis de crescimento (23). Em geral, o nUmero de células geradas no processo
de proliferacdo € igual ao numero daquelas que foram perdidas por morte ou por
migracdo (3). A preferéncia pela utilizacdo de cultura primaria foi para aproximar os
resultados in vitro dos observado in vivo, apesar do conhecimento das inUmeras
limitacOes relativas a esta aproximacao.

A apoptose pode ser desencadeada por diversos mecanismos tais como
ligacdo a citocinas especificas (TNF) ou pela alteracdo na permeabilidade da
membrana mitocondrial externa com liberacdo do citocromo c e outros fatores
apoptogénicos (24, 25). Outros fatores relacionados com a mitocondria sdo a
hiperpolarizagdo da membrana interna e o colapso do potencial de membrana (26).

No presente estudo verificou-se que todos 0s materiais sao citotoxicos, pois
todos provocaram fragmentacdo do DNA das células e alteracbes no ciclo celular
(Figura 2 e 4). Contrariamente a literatura, o Cimento de Portland também
demonstrou genotoxicidade (Figura 2).

Uma das provaveis causas da genotoxicidade do Sealer 26 é a resina epoxi
(27, 28). O bisfenol-A e subprodutos diminuem a adesdo de macréfagos, mas nao
reduz a sua viabilidade (29). Outros autores atribuem a toxicidade dos materiais
endoddnticos resinosos a liberacdo de formaldeido a partir do
hexametilenotetramina (30-32).

Contudo, tal afirmacao torna-se discutivel uma vez que o Sealer o possui
tanto a resina quanto o catalisador do Sealer 26, mas apresentou resultados
diversos (Figuras 1 e 2). O Sealer a apresentou 0os melhores resultados em relagéao
a fragmentagdo do DNA. Enquanto fresco mostrou-se toéxico apenas no periodo de
48 h (Figura 1). Contudo, apés a presa, os resultados sugerem que o Sealer
o possui um efeito protetor, pois apresentou 64,2% menos dano as células do que o
controle (Tabela 1). Mais estudos para analise da sua toxicidade se fazem
necessarios para determinar o agente causador desta toxicidade.

Os materiais a base de 6xido de zinco-eugenol sdo os mais toxicos (Figura 1)

e mantiveram uma regularidade nos resultados, ou seja, se mostraram toxicos em
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todos os periodos avaliados. Esses resultados corroboram os encontrados por
Granchi e colaboradores (1995)(27).

E importante ressaltar que os testes de genotoxicidade nem sempre refletem
carcinogenicidade, uma vez que a geracédo de tumores depende de fatores indutores
de dano no DNA e de fatores que gerem metabdlitos reativos, sua distribuicdo e
seus efeitos na proliferacdo celular (16). Dai a necessidade de se realizar uma série
de testes.

A andlise do DNA por citometria de fluxo utilizando solucdo de iodeto de
propideo como fluorocromo revela uma sub-populacdo de células com reduzida
estabilidade no DNA. Essa reducdo é consequiéncia da progressiva perda de DNA
(10). A apoptose pode até ser suprimida em resposta a baixos niveis de dano ou
durante o arresto das fases permitindo o reparo do DNA e prevenindo a destruicédo
desnecessaria da célula (12).

Neste estudo verificou-se que os materiais que provocaram 0s maiores danos
ao DNA também causaram inibicdo do crescimento celular. Essa atividade
antiproliferativa foi observada pela diminuicdo da contagem de células nas fases
SIG2/M e acumulo de células na fase G1 quando comparadas com o controle no
periodo de 48 h, Momento | (12, 33)

Danos no DNA podem interromper o ciclo celular (13). O equilibrio entre as
fases mitéticas e a morte celular mantém a proliferacdo celular (12). Neste estudo
demonstrou-se que todos os materiais causam alteracdes no ciclo celular (Figura 3 e
4). Além disso, demonstrou-se que a toxicidade ndo € restrita ao periodo que o
material esta fresco, uma vez que o mesmo apresentou toxicidade apOs a presa.
Isso sugere que apesar de endurecidos, 0s materiais continuam liberando
substéancias toxicas que podem afetar o ciclo celular (28, 34). O possivel mecanismo
apoptotico inclui o0 aumento da concentracdo do calcio citosodlico e a via do acido
nitrico (35). As implicacdes clinicas para alteragdes no ciclo celular sdo a diminuigéo

e o retardo do processo de reparo.

3.7Conclusodes

O novo cimento a base de 6xidos bioativos causou menores danos ao DNA e
ao ciclo celular, principalmente ap0s a presa.
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Discussao Geral

Do momento que ocorre a perfuracdo radicular até o completo reparo, os
profissionais dependem da combinagdo de varios fatores, como material utilizado
(propriedades fisico-quimicas) e caracteristicas biologicas da regido a ser

trabalhada.

O ligamento periodontal, responsavel pelo processo de reparo bioldgico das
perfuracdes, constitui-se de fibras e diversos tipos celulares (1). Em geral, 0 nUmero
de células geradas no processo de proliferacdo é igual ao numero de células

perdidas por morte ou por migragao (2).

A matriz dentinaria induz, no processo de reparo, a formagcdo de um tecido
tipo-cemento celular (3). J& a matriz cementaria influencia na diferenciagdo de

células mesenquimais e induzem fatores de adesao e regeneracédo periodontais (2).

A matriz cementaria é formada por proteinas colagenas e ndo-colagenas. As
primeiras sdo responsaveis pelas propriedades de suporte do dente (4) além de
auxiliar na deposicdo mineral (5). As proteinas nédo-colagenas auxiliam nos
processos de ligacdo célula-matriz (5-9) e regulam a migracéo, a diferenciacdo e a
participacdo das células em processos inflamatorios (5, 8).

Na auséncia dessa estrutura, devido a uma perfuragéo radicular, por exemplo,
o material endodontico utilizado no selamento devera cumprir tais funcées. Dai a

necessidade do desenvolvimento de materiais bioativos.

A biocompatibilidade de um material pode ser 6tima se o material estimular a
formacdo de um tecido normal na superficie e estabelecer uma interface continua,
capaz de suportar a carga tensional do local (10). No geral, as células se adaptam
ao material. Algumas adaptacdes sédo a atrofia (diminuicdo do tamanho ou funcéo
celular), a hipertrofia (aumento do tamanho celular), hiperplasia (aumento do nimero

de células) e a metaplasia (mudanca no tipo celular) (11).

Dessa forma, o conhecimento do comportamento celular frente aos materiais
utilizados no reparo € o primeiro passo no desenvolvimento de biomateriais. Cada

tipo celular responde de uma maneira distinta aos estimulos do meio. Geralmente,
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as ceélulas do ligamento periodontal humano sdo mais sensiveis que as células V79
(fibroblasto de pulmédo de hamster chinés) e células L-929 (fibroblastos de pele de
rato) aos testes de citotoxicidade (12, 13) ou as alteracdes no pH e na concentragcao
de calcio do meio extracelular em comparacdo com células HEDL (fibroblasto

humano de pulm&o embrionario) (14).

Neste estudo foi dada preferéncia as células do ligamento periodontal
humano para poder aproximar os resultados da situacdo in vivo. Contudo, ha
dificuldade na comparagcao entre os trabalhos porque poucos s&o os que utilizam

tais células.

A necessidade do conhecimento do comportamento fisio-patolégico das
células é tdo importante, que até o processo de apoptose, da maneira classica como
€ descrita, ndo ocorre em todas as células do organismo (15). Em alguns casos, a
membrana plasmatica € preservada, mas a degradacdo do DNA € realizada de
maneira aleatdria, sem a evidéncia de clivagem. Em outras situa¢fes, a degradacao
do DNA ¢ tipica da apoptose, mas a fragmentacdo nuclear e outros fatores do
processo ndo sado aparentes. E € por esse motivo que a literatura relata ao menos

11 formas distintas da célula morrer (16).

Em relacdo aos materiais endodonticos, cada material apresenta uma
composicado diferente e cada componente uma funcao especifica para o selamento,
o controle de microrganismo, a adesao e o reparo. Nesse estudo, observou-se que a

composicao foi o fator que mais influenciou na compatibilidade do material.

O cimento a base de 6xido de zinco-eugenol é um dos mais antigos dentro da
Odontologia (17). Vérios estudos ja foram realizados na avaliacdo da toxicidade do
cimento (18-20). O eugenol € um derivado fendlico que possui a capacidade de inibir
o0 crescimento e proliferacdo de células U20S (células de sarcoma osteogénico
humano) (19), inibir a sintese de Il-13e IL-6 e o crescimento de células L929
(fibroblastos de ratos) e RAW 264.7 (macréfagos de ratos) (21), além de alterar a
permeabilidade das membranas celulares (18). Devido ao seu grande potencial

toxico, o mesmo foi utilizado neste trabalho como controle positivo.
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Sobre células periodontais verificou-se que este material inibe a proliferacéo e
a viabilidade mitocondrial (artigo 1), altera a morfologia celular (artigo 2) e degrada o

DNA celular inibindo o ciclo celular (artigo 3).

As resinas epOxi foram muito estudadas com o surgimento do cimento AH 26.
S&o inertes apos a polimerizacdo (22) e possuem adesao a estrutura dentaria (23).
Entretanto, antes da polimerizacdo apresentam um potencial toxico elevado (12, 24-
26), apesar da baixa solubilidade da resina (27).

Contudo apls a presa mantém a toxicidade por diminuirem o potencial de
membrana mitocondrial (artigo 1). Essa reducdo acarreta em perda da capacidade
de geracdo de energia. Isso pode ser corroborado pelas alteracdes morfologicas e
volumétricas das células periodontais em contato com extrato de Sealer 26 (artigo
2).

O MTA é formado por um p6 de particulas hidrofilicas que ao ser misturado
com agua transforma-se em um cimento rigido. Os principais componentes do pé
séo: silicato tricalcio, aluminato tricalcio, oxido tricalcio e o 6xido silicato, além de
pequenas quantidades de outros 6Oxidos minerais que sdo responsaveis pelas
propriedades fisicas e quimicas do cimento (28). Apresenta pH inicial em torno de
10,2 podendo aumentar para 12,5 ap0s trés horas (28). Em andlise estrutural, o
cimento de Portland apresenta o dobro da quantidade de gipsita, uma maior

guantidade de metais pesados e uma menor quantidade de bismuto (29)

Pela alta concentracdo de calcio na composi¢cdo, 0 mesmo se torna soluvel e
€ liberado para o meio facilitando o processo de formacdo de cristais de
hidroxiapatita (30, 31). Essa grande liberacdo de calcio também é responsavel pela
necrose de coagulacdo e calcificacdo distrofica que ocorre apdés implantes
subcutaneos (32, 33). Além do célcio, tanto o MTA quanto o cimento de Portland

liberam arsénico a partir do limestone (29, 34).

Cada um destes materiais pode provocar reacdes diferentes nas células,
causando uma reducdo do seu metabolismo ou morte, por necrose ou apoptose.
Apesar dessa variabilidade de mortes celulares, uma caracteristica comum as
células no processo é a alteracdo volumétrica. Contudo, a diminuicdo do volume

celular ndo significa uma situacao irreversivel de viabilidade. Quando células néo-
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linféides sd@o expostas as condi¢des hipertdnicas ha diminuicdo do volume seguido
de uma resposta para aumentar 0 mesmo, sem que haja ativacdo do processo de
morte (35).

Dos materiais analisados nestes estudos trés apresentam a capacidade de
liberacdo de ions e alteracdo do pH do meio: Sealer 26, Sealer o e cimento de
Portland branco. O principal ion liberado é o calcio. O aumento da concentracao
extracelular de calcio pode, em alguns tipos celulares, induzir o aumento da
concentracdo intracelular (36). Esse aumento interno da concentracdo de célcio
pode ativar mecanismos que diminuam o volume celular (37). A medida que a
concentracdo aumenta ocorre uma gradativa perda de funcdo celular, sendo que
somente 25% das células permanecem vidveis em uma concentracdo de calcio de
20 mM (14).

Além da perda de viabilidade pela concentracdo de célcio, as alteracdes no
pH também provocam altera¢des morfologicas (14, 38). Em pH alcalino pode ocorrer
desnaturacdo protéica, peroxidacdo lipidica e danos ao DNA celular (39, 40).
Também estédo relacionadas com a modificacdo de etapas do processo de morte,

mas essas conclusdes sao célula-dependentes (41).

Danos ao DNA da célula podem ativar o processo de apoptose a partir da
inibicdo da sintese de RNA (42). Contudo o processo de apoptose pode ser
suprimido em respostas a danos de baixa intensidade e que permitam o reparo do
DNA. Dessa forma, ao invés de uma destruicdo celular desnecessaria pode ocorrer
arresto do ciclo celular para que haja a reparacéo (43). Talvez esta seja a razao das
células em contato com extrato do cimento de Portland apresentarem uma
fragmentacdo de DNA maior que os demais cimentos contendo hidréxido de calcio,

mas manter sem grandes altera¢cdes outros aspectos analisados.

Arresto no ciclo celular é atribuido a um mecanismo de acumulo de danos,
gue é induzido por numerosos fatores biol6gicos e bioquimicos estressores, quer
intrinsecos, quer extrinsecos, que geram reducdo na populacdo celular, sem danos

na membrana plasmatica (44).

Esse arresto no ciclo também pode ser sugerido pelo teste MTT, no qual ja foi

verificado que materiais que causam arresto na fase G2/M, sem necessariamente
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causar apoptose na célula, apresentam uma atividade redutora de MTT maior do
que as células que estdo em atividade mitotica (45). O teste MTT é um teste Util na
avaliacdo da proliferacdo celular (46), contudo para avaliagcdo de viabilidade pode
sofrer interferéncias por artefatos metabdlicos criando falso-positivos ou —negativos
(47). J& a citometria de fluxo baseia-se na contagem direta de células, tanto cultura
homogénea quanto heterogénea, sem sofrer influéncia do estado metabdlico da
célula. Dessa forma, o niumero de células detectadas é proporcional a concentracao

de células da amostra e ndo ao seu estado metabdlico (48).

E importante salientar que as perdas de volume, o efluxo de potéassio e as
mudancas no potencial de membrana mitocondrial podem ocorrer independentes da
fragmentacdo de DNA e de maneira dependente ou independente da ativacédo de
caspases (49). Talvez essa seja a razdo do Sealer o apresentar resultados baixos
no volume celular, mas com preservacdo do DNA e do potencial de membrana

mitocondrial.

7

O ponto que ocorre irreversibilidade do processo € incerto e somente um
estudo de microscopia poderia fornecer as informacdes corretas por continuar sendo

0 padrao-ouro para analise celular (50)

O novo material desenvolvido pela Universidade de Brasilia demonstrou
possuir propriedades desejaveis para ser utilizado como material reparador. Os
baixos resultados nos testes de morfologia e MTT n&o sédo condenatdrios, uma vez
gue este material apresentou uma peculiaridade em relacdo aos demais. Qualquer
que fosse o periodo de observagéo, quando o material estava fresco, embora sendo
filtrado, ap0s a incubacédo por 24 horas com as células, formava-se sobre as
mesmas uma espécie de gel. Na composicdo do Sealer o 0 CaO e o P,0Os foram
adicionados para garantir uma concentracdo de calcio e fosforo na superficie que
fosse suficiente para induzir a deposicédo de calcio e fosforo organicos e iniciar o
processo de calcificacdo. Ja a silica é necessaria para garantir a adesdo ao
coldgeno (51). Bioceramicas que possuem silica na composi¢do, geralmente,
promovem a formacdo de uma camada de silica-gel na superficie do material,
independente do meio (51, 52). No entanto, na presenca de soro, ocorre uma
reducdo da liberacédo de calcio e aumento da camada de gel de silica com adsorcao
das proteinas do soro (52).
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Como o Sealer o foi 0 Unico a reagir como o meio. Considerando que
alteragcbes no meio celular podem induzir uma variedade de eventos celulares
incluindo arresto, controle de apoptose e necrose descontrolada (44), até que ponto

esta reacao foi responsavel pelos resultados negativos?
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Perspectivas Futuras

Do ponto de vista bioldgico, as reacdes ao implante de materiais sdo bem
diferentes. Todos os cimentos comercializados (Sealer 26, Endofill e cimento de
Portland) ao serem implantados em tecidos provocam intensas reacdes inflamatorias

e areas de necrose (53-55).

Tais diferencas entre as respostas das células, na pesquisa in vitro quanto na
pesquisa in vivo, ocorrem ndo sé pelo modelo adotado, mas por condi¢ées do meio.
Ha que se considerar que na pesquisa com células procura-se criar um meio com
condicBes ideais de crescimento (nutricdo, temperatura, pH). JA na pesquisa in vivo
a relacdo entre os diversos tecidos, bem como a propria resposta inflamatoria com

seus mediadores quimicos, alteram a resposta celular.

Desta forma, assim como se faz mister conhecer o comportamento celular em
nivel mais profundo, é importante ter a no¢do dessa interferéncia dos mediadores

quimicos, citocinas e outras substancias, na reacdo aos materiais.

Em relacdo a pesquisa com células, o ideal seria trabalhar com células de
ligamento periodontal humano, mas por questdes éticas pode ser um complicador.
Assim a escolha da célula deve ser o mais proximo possivel da filogenética das

células do ligamento periodontal.

A utilizagédo de protocolos imunocitoquimicos pode auxiliar na identificacédo de
canais de membrana, bem como dos intermediarios apoptéticos que sdo blogueados
ou estimulados ap0s o contato com os materiais. Dessa forma, pode-se aliar esse
conhecimento na busca de materiais que liberem substancias potencializadoras da
resposta desejada por agirem especificamente sobre uma parte da célula. Ou seja, a
cada pesquisa fica mais clara a necessidade do desenvolvimento de materiais
bioativos que auxiliem no reparo, ndo apenas como meros seladores, mas como

agentes ativos do processo.

Apesar dos avancos desse tipo de pesquisa, a microscopia permanece como
padrdo-ouro na avaliacdo de fragmentacao celular e nuclear. Mas, o potencial toéxico

do material e o custo podem ser complicadores desse modelo.
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Conclusoées Finais

Com base nos resultados conclui-se que:

1. Todos os materiais avaliados s&o citotoxicos para as células do

ligamento periodontal humano, principalmente quando frescos, na

medida em que:

a.

Todos o0s materiais provocaram diminuicdo na taxa de
proliferacdo das células pelo teste MTT. A diminuicdo foi menor
em contato com o Cimento de Portland.

Sealer o e cimento de Portland branco ndo alteraram o A¥n
como os demais cimentos. A manutencdo do potencial viabiliza
as funcdes celulares e a estabilidade da membrana plasmatica.
Apobs o contato com extrato dos cimentos Sealer 26, Sealer a e
Endofill, as células do ligamento periodontal tendem a reduzir de
volume.

Sealer o foi o material que causou o menor dano ao DNA
celular.

Todos os materiais provocaram alteracdes no ciclo celular,
contudo essa variacdo foi menor nas células que ficaram em

contato com extrato do Sealer o.

2. A toxicidade dos materiais tende a diminuir & medida que a reacédo de

presa se completa.
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Abstract

The aim of the study was to evaluate the cell viability of human periodontal ligament cells
following contact with a new bioactive oxide-based endodontic material, as compared to
commonly used endodontic materials, including zinc oxide-eugenol, epoxy resin-based
sealers and white Portland cement. Toxicity of the materials was determined by 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay and mitochondrial
membrane potential (AY,,), as measured by flow cytometry. Cells were incubated for 24-h
with material extract prior to viability assessment. Values obtained in individual experimental
series were compared using ANOVA with three factor interactions. Results determined that
materials have some toxicity effect to human cells (p < 0.05). There was no correlation
between the measure of viability by MTT assay and viability as measured by A¥,,. These
results suggest that the endodontic material may delay the repair process and that just a

viability assay is not sufficient to determine the cytotoxicity to materials.

Keywords: Cell culture techniques; Cell viability; Flow cytometry; Periodontal ligament
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Introduction

Root perforation is a pathological disease where space opens between periodontal
tissue and pulp space. The most favorable prognosis results when the perforation is sealed
immediately upon occurrence using a biocompatible repair material (1). Depending on the
local environment, fibroblasts and mesenchymal cells derived from the periodontal ligament
can differentiate into cementoblast-like cells (2), while maintaining cells populations at
different stages of differentiation and lineage according to the local environment (3).
Furthermore, a perforation has a complex morphological structure including dentin, cement

and periodontal ligament (1).

There is no specific material for sealing a root perforation. Root canal sealers and
mineral trioxide aggregate (MTA) are generally used at the apical and cervical region,
respectively. Portland cement is similar to MTA, but includes a higher level of heavy metals
(4). Many authors have reported the cytotoxicity of MTA and Portland cement (5). These
substances may suppress the differentiation of osteoblast-like cells, but do not inhibit cell
growth (6). These materials also have limited adhesion to dentin (7) beyond not be easy to
handle. Depending on the environmental factors, like acidic pH, can occur changes at the
physical properties of MTA during setting reaction (8).

Root canal sealers and their diffusible components may gain access to periodontal
tissue through various pathways and induced adverse reactions (9-11) which may interfere

with the healing process.

Bioactive materials have ability to perform with host response in a specific application,
like induce newly hard tissue (12). Most are comprised of calcium and phosphorus, but some
contain silica or magnesium (13). These chemical modifications may influence cellular
behavior or the calcification process (14). At the University of Brasilia, a new bioactive oxide-
based endodontic material was developed for use in root perforation or as root-end material.

Epoxy resin was used as a vehicle and provided adhesion to dentin (10, 15).

The aim of this study was to evaluate the cytotoxicity of a new bioactive oxide-based
endodontic material in comparison to white Portland cement, epoxy-based and zinc oxide-

based sealers on cultured human periodontal ligament (PDL) cells.
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Materials and Methods

Cell culture of human periodontal cells

The cells for this study were obtained from the periodontal ligaments of two-third
molar teeth from one individual (34 years old) undergoing complete bony impactation. This
study was approved by the Ethical Committee of Faculty of Health Science at University of
Brasilia. Immediately preceding the procedure, the patient was instructed to gargle for 2
minutes with 0.12% chlorhexidine solution (HUB, Brasilia, DF, Brazil). The teeth were
extracted and rinsed with saline solution (Segmenta, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brazil). They
were placed in a falcon tube with culture medium (i.e., DMEM, with 10% fetal bovine serum,
100 U/mL penicillin, and 100 uL streptomycin [Gibco,Invitrogen, Carlsbad, California, USA]).
The tubes with teeth were taken to the morphological laboratory and, into a laminar flow
chamber (Veco, Campinas, S&o Paulo, Brazil), the PDL tissues attached to the middle third
of root were gently curetted and placed in 25-cm? tissue culture flasks with 5 mL culture
medium, and were incubated at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO, in air (Tecnal,
Piracicaba, Sao Paulo, Brazil). When the cells surrounding the teeth were confluent, they
were transferred to a 75-cm? tissue culture flask, and were designated first transfer cells.

These cells were used for the study.

Treatment of cells

The materials tested are listed in Table 1. All sealers were commercially available,
except for Sealer o. Materials were mixed according to the manufacturer’s instructions.
Sealer a has the same epoxy resin as Sealer 26 and was therefore mixed according to the
manufacturer’s instructions for Sealer 26. All of the sealers were mixed at once time in a
laminar flow chamber and placed into the bottom of a 12-well in order to achieve a thickness
of approximately 1 mm. For extraction medium, 3.4 mL DMEM was added on each sample.
Extraction was executed in two conditions (fresh or set material, i.e., after 24 h at 37°C in a
humidified chamber), and divided into three independent time points (24, 48 or 72 h) in an
atmosphere of 5% CO, in air at 37°C. For each 24 h period, the culture medium from the
extraction was transferred to a Falcon tube and new media was placed on the material. A
control extraction was prepared in an identical manner, but there was not material added to

the well.



Table 1: Sealers tested
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Type Product Manufacturer Composition
Bioactive oxide Sealer a University of Powder: oxide (CaO,
Brasilia, Brasilia, SiO,, P,0s) 36% [Sigma-
DF, Brazil Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA],
Hexamethylenotetramine
4% [Merck KGaA,
Darmstadt, Germany],
BasO, 60% [Sigma-
Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA].
Liquid: bisphenol-A-
diglycidylether 100%
Epoxy resin Sealer 26 Dentsply, Powder:

Petropolis, Rio de
Janeiro, Brazil

Zinc oxide-eugenol  Endofill Dentsply,
Petropolis, Rio de
Janeiro, Brazil

White Portland Rejuntamento Saint-Gobain
Cement Flexivel Quartzolit Quartzolit, Jandira,
Sao Paulo, Brazil

Bismuth(lll)oxide,
calcium hydroxide,
hexamethylenotetramine,
titanium dioxide.

Liquid: bisphenol-A-
diglycidylether

(batch: 791827)

Powder: zinc oxide,

hydrogenated resin,
(Bi02)2003, BaSO4’
Na,B,0;.

Liquid: eugenol and oil of
sweet almonds

(batch: 792680)

Powder: white Portland
cement, inorganic
pigments, nontoxic
chemical additives.
(Batch: not informed)

MTT assay

Cell viability was evaluated by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide (MTT assay) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). PDL cells (1 x 10* cell/well)
were incubated with extraction material for 24 h at 37°C (3 replicates to each material and
control). Each well received 150 uL of MTT solution (15 puL of MTT [5 mg/mL] and 135 uL of

culture medium). After a 3 h incubation, each well received 200 uL DMSO (Sigma-Aldrich, St.

Louis, Missouri, USA) and was mixed thoroughly to dissolve any insoluble blue formazan

crystals. The plate was read on a micro-plate reader (Model 3550 V-BioRad, Berkeley,

California, USA) using a reference wavelength of 595 nm.
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Mitochondrial membrane potential (AY,)

After extraction, mitochondrial membrane potential was evaluated by flow cytometry
(FACScalibur, Becton-Dickinson,Franklin Lakes, New Jersey, USA) at two time points (48
and 72 h). PDL cells (6 x 10* cells/well) were incubated with material extraction for 24 h at
37°C (3 replicates to each material and control). Rhodamine 123 (Invitrogen, Carsbad,
California, USA) was incubated (3uL) with the treated cells for 15 minutes at room
temperature. Emission wavelength was adjusted to 515-530 nm (FL1). CellQuest software v
3.0.1 (Becton-Dickinson,Franklin Lakes, New Jersey, USA) was used for data analysis.

Statistical analysis

Values obtained in individual experimental series were compared using ANOVA with
three factor interactions (sealer chemical composition, setting reaction and time point) (p <
0.05).

Results

At fourteen days post extraction, cells were observed extending from the explants,

and by 28 days the cells were confluent and passage at this time.

Cytotoxicity of all material was determined by MTT assay (Table 2 and Figure 1).
There was interaction among three factors (moment, period, material) in the activity of
dehydrogenase mitochondrial (p < 0.0001). At first time point (24 h), all materials were toxic
independent at set condition. From 48 h, Sealer 26 and White Portland Cement showed the
increase at the cell viability, which continued in the third time point (Figure 1A). There is no
difference (p > 0.05) from the last period between White Portland Cement or Sealer 26 and
control. Different behavior was induced on cells treated with Sealer o or Endofill for three

time points (Figure 1A).

After set reaction, just White Portland Cement maintained cell compatibility in growing
for time analyzed (Figure 1B) by MTT assay. The other materials were toxic at all

experiment.
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However, sealer chemical composition was the only one to change A¥Y,, (p < 0.0001)

(Table 3 and Figure 2). Others factors (setting reaction and time point) do not cause

membrane damage. In addition, there was no difference between Sealer o or White Portland

cement (p > 0.05) and control. There was no difference at cell reaction caused by Sealer 26
or Endofill (p > 0.05). Both were different with control (p < 0.05) (Figure 2).

Table 2: Cell viability of human PDL cells after contact of root perforation repair material

extract by MTT assay

Fresh Material Set Material
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
Endofill 3,906+0,739 4,477+0,747 2,232+0,372 |5,980+0,196 3,971+0,381 4,244+0,920
Sealer 26 |4,598+0,267 23,49+4,634 62,994+9,439 |5,850+0,557 3,720+0,345 4,151+0,494
Sealeroa [9,861+1,211 3,910+1,497 3,308+0,315 |7,941+0,259 4,747+0,495 5,102+0,106
WPC** 5,596+1,164 46,602+3,015 55,526+4,473|4,673+0,408 43,816+3,699 71,081+18,355

*control is 100%

**White Portland cement

Table 3: Mitochondrial membrane potential of human PDL cells after contact of root

perforation repair material extract.

Materiais Fresh Material Set Material

48 h 72 h 48h 72h
Controle 66,30929 66,47284 67,16539 64,92656
Endofill 32,64352 26,31561 38,74988 50,92025
Sealer 26 60,17041 28,00133 40,92478 60,51449
Sealer a 38,84725 51,82303 58,67220 61,93046
WPc* 63,53895 61,57213 63,11763 58,90177

*White Portland cement

Discussion

Most studies regarding biocompatibility frequently utilize extractions from endodontic

materials and involve incubating for 72 h with culture medium (11). In this situation, culture

medium stays stagnant and may come into chemical equilibrium with the material. Thus,

while replacing the culture medium every 24 h does not equal the environment in vivo, this

method allows new chemical equilibrium every 24 h and the release of toxic by-products for

that period of time.
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The MTT assay is widely used for analyzing cell viability (16). Metabolically active
cells reduce the tetrazolium salt into dark blue formazan (16, 17). The exact mechanism of
MTT reduction is not yet understood, but the mitochondrial dehydrogenase system and other
subcellular fractions involving NADH and NADPH-dependent mechanisms may cause MTT
reduction (16, 17).

All materials were toxic when freshly mixed according to the MTT assay (Figure 1).
These results corroborate previous studies (5, 9, 18). However, 24 h post set stage, they
caused a decrease in cell viability as fresh material (p < 0.0001). The results suggest that
endodontic materials are toxic regardless of the set stage.

Endofill is a zinc oxide-eugenol based sealer and proved to be the most toxic material
when compared to other compounds. Eugenol (4-allyl-2-methoxyphenol) may be released
during the set reaction or from the hydrolysis of zinc eugenolate (19). The free eugenol is
incorporated into the lipid bilayer of biomembranes and enhances their fluidity (20, 21). The
glutathione depletion may be other mechanism of eugenol-induced cytotoxicity (21, 22). The
hydrolysis of zinc eugenolate can release zinc, which, in small concentrations, may inhibit

respiration in mammalian cells and thus change AY, (23).

Several studies have indicated that the cytotoxicity of eugenol is dose-dependent (18-
20, 22). The Endofill does not have a powder/liquid ratio determined by the manufacturer.
Thus, different proportions of the powder and liquid may be used according clinical

conditions, with more or less eugenol.

Sealer 26 is epoxy resin-based and contains calcium hydroxide. Like AH 26, it also
releases formaldehyde during set stages (24). Not only the powder, but the liquid is
described as toxic and main causative factor for high cytotoxicity (25). The glutathione
depletion might be one of the mechanisms underlying epoxy resin-based induced cytotoxicity
(10, 21). The toxicity is dose-dependent and remnant liquid sealer post-mixing may be more
toxic than cured sealer (25). However, resin epoxy has increased solubility at pH 7.0 after 24

h (26). This behavior may have induced a strong cytotoxic effect at set conditions tested.

Bioactive oxide-based endodontic material showed the same cytotoxicity as others
materials, but it was not possible to define which component is the toxic, because as it was
the only one that interacted with culture medium after 48 h post set state. There was a
decolorization of phenol red at the post 48 h after set state. This decolorization occurs when
ultra reactive oxidative agents interact with ultraviolet irradiation (27). However, we did not
use photocatalytic degradation during this study, thus more specific studies are needed to

verify this chemical reaction
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White Portland cement releases arsenic in accordance to ISO 9917-1 (28). It was as
cytotoxic as other endodontic materials tested and caused decreasing enzyme activity (p <
0.0001). However, this toxic effect encompassed a shorter period compared to others

materials.

Different types of cell population, different metabolism rates, extracts that contain free
thiols or other antioxidants substances, plasma membrane dysfunction and cell cycle arrest
can change MTT reduction (17). These factors may explain the difference between the
results of the MTT assay and A¥,,. Stem cells of the periodontal ligament has a cell cycle
longer than fibroblast (29) and metabolism rates slower than other cells.

The results suggest that the materials caused changes in A¥, based on their
compositions (Figure 2). More specific studies are needed to demonstrate the real toxic
component of Sealer 26, as Sealer a has the same resin and the same catalysis system but
yielded difference results. Sealer 26 led to decrease the mitochondrial membrane
polarization. However, the set reaction of Sealer o totally inhibited at fresh condition and after
24 h the setting reaction the surface layer reaction with culture medium and changed the
surface hardness.

Although Sealer a exhibit greater oxidative potential than the other materials, this did
not change the A¥,,. Our results were in agreement with previous studies which showed that
the attack oxidative factors could not be the mechanism for cytotoxicity (10, 25).

Despite the low reduction of MTT, the flow cytometry shows that the energy
production by mitochondria is relatively preserved after exposure to endodontic material

extracts.

Conclusion

We conclude that the white Portland cement caused minor changes in cell viability
and both, it and the new bioactive oxide-based cement do not cause changes in
mitochondrial membrane potential. Therefore, these materials may cause pathological

changes that delay the start of the repair process.
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Figure 1: MTT assay of human PDL cells 24 h after addition of root perforation repair material extract. Graph A

represents fresh material extraction and graph B represents the set stage.

Figure 2: Mitochondrial membrane potential of human PDL cells 24 h after addition of root perforation repair

material extract. Graph A represents fresh material extraction and graph B represents the set stage.
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Anexo 2

Carta de aceite para o artigo “Cytotoxicity of endodontic material used for perforation
repair on human periodontal ligament fibroblasts”
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Anexo 4

Descricao detalhada dos testes de citotoxicidade e de genotoxicidade

1- Teste MTT
2- Determinacdo do potencial de membrana mitocondrial e morfologia por

citometria de fluxo
3- Avaliacéo da fragmentacéo do DNA e do ciclo celular por citometria de fluxo
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1- Teste MTT

Foram plaqueadas 1 x 10* célula/poco com 200 ul de meio de cultura em
placa de 96-pocos. A placa foi mantida em estufa 37°C com 5% CO, por 48 h.

Decorrido esse periodo, foi recolhido o meio de cultura de cada poco e
substituido por 150 ul do meio de cultura que contém o extrato do material avaliado,
de acordo com o periodo de avaliacdo. Cada material foi avaliado em triplicata. A
placa foi novamente levada a estufa e mantida nesse ambiente para incubacao por
24 h.

Apos o periodo de incubacédo, todo o meio de cultura foi descartado e cada
poco recebeu 150 ul de uma solucdo de estoque de MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-
y)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] (Sigma, USA) preparada imediatamente antes
do uso (15ul de MTT [5mg/mL] e 135 ul de meio de cultura).

O preparo da solugcdo de estoque e a transferéncia para os pog¢os foram
realizados em camara de fluxo laminar com iluminacao reduzida para nédo alterar a
solucéo de MTT. A placa foi incubada em atmosfera amida a 37°C com 5% CO, por
3 h.

Apbs esse periodo, mantendo o cuidado com a luz, o meio foi removido e em
cada poco foi adicionado 200 ul de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, USA)
necessarios para a dissolucao dos cristais de formazan azuis.

A placa foi cuidadosamente agitada para uniformizar a cor e a leitura foi
realizada em espectrofotometro (Espctrofotometro modelo V-530, Jasco, Japéo)
(densidade optica de 595 nm) acoplado a leitora de microplaca (Modelo 3550 V-
BioRad, EUA).

2- Determinacdo do potencial de membrana mitocondrial e morfologia por

citometria de fluxo

Foram plaqueadas 6 x 10* células/poco em placas de 12-pogos com 1 mL de
meio de cultura por um periodo de 48 horas, em estufa a 37°C com 5% CO..
Decorrido este periodo, o meio de cultura de cada pocgo foi substituido por 1

mL do meio contendo o extrato do material relativo aos Momentos | ou Il no periodo
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de 48 e 72 horas. Cada material avaliado foi testado em triplicata. As células foram
incubadas por um periodo de 24 horas.

Apo6s o periodo de incubacdo, o meio de cultura de cada poco foi transferido
para um tubo Eppendorf, devidamente identificado, e levado a microcentrifuga
(Centrifuga Mikro 22R, Andreas Hettich GmbH & Co KG, Alemanha) por 5 minutos
(temperatura 4°C e 1000 rpm). Em cada poco das placas foram adicionados 500 pl
de tripsina (Tripsina-EDTA, 0,25 e 0,02%, Gibco, USA). As placas retornaram a
estufa por um periodo de 5 minutos.

Do material centrifugado, foram descartados 400 ul do sobrenadante e o
restante foi transferido para o seu poco de origem. Cada poco foi lavado duas vezes
com o0 meio e todo contetdo foi nhovamente transferido para o tubo Eppendorf para
uma nova centrifugacao (5 minutos, 4°C, 1000 rpm).

Do material centrifugado, foi descartado o liquido sobrenadante até a marca
de 100 pl do tubo Eppendorf. Foram adicionados 300 pul de PBS (Laborcliin, Brasil)
no grupo controle e 200 ul de PBS demais grupos. Logo depois foram adicionados 3
ul (controle) e 2 ul (demais grupos) de rodamina 123 (Invitrogen, EUA). Os tubos
Eppendorfs foram deixados em repouso por 15 minutos, a temperatura ambiente, e
no escuro.

ApoOs esse periodo de incubacéo, os tubos foram novamente centrifugados. O
sobrenadante foi descartado até a marca de 100 ul do tubo Eppendorf. As células
foram ressuspensas em 1 mL de PBS e novamente centrifugadas.

Apbs essa nova centrifugacdo, o maximo do sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspensas em 300 ul de PBS (controle) e 200 ul de PBS (demais
grupos) e mantidas, no escuro, até a leitura no citbmetro de fluxo (FACSCallibur,
Becton & Dickenson, EUA) (intensidade de fluorescéncia emitida no comprimento de
onda 515-530 nm — FL1). Os dados obtidos da leitura foram analisados pelo

programa CellQuest software verséo 3.0.1 (Becton-Dickinson, EUA).

3- Avaliacdo da fragmentacdo do DNA e do ciclo celular por citometria de

fluxo
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Foram plaqueadas 6 x 10* células/poco em placas de 12-pocos com 1 mL de
meio de cultura por um periodo de 48 horas, em estufa a 37°C com 5% CO».

Decorrido este periodo, o0 meio de cultura de cada poco foi substituido por 1
mL do meio contendo o extrato do material relativo aos momentos | ou Il no periodo
de 48 e 72 horas. Cada material avaliado foi testado em triplicata. As células foram
incubadas por um periodo de 24 horas.

Apoés o periodo de incubacdo, o meio de cultura de cada poco foi transferido
para um tubo Eppendorf, devidamente identificado, e levado a microcentrifuga
(Centrifuga Mikro 22R, Andreas Hettich GmbH & Co KG, Alemanha) por 5 minutos
(temperatura 4°C e 1000 rpm). Em cada pogo das placas foram adicionados 500 ul
de tripsina (Tripsina-EDTA, 0,25 e 0,02%, Gibco, USA). As placas retornaram a
estufa por um periodo de 5 minutos.

Do material centrifugado, foram descartados 400 ul do sobrenadante e o
restante foi transferido para o seu poco de origem. Cada poco foi lavado duas vezes
com o0 meio e todo conteudo foi novamente transferido para o tubo Eppendorf para
uma nova centrifugacao (5 minutos, 4°C, 1000 rpm).

Do material centrifugado, foi descartado o liquido sobrenadante até a marca
de 100 ul do tubo Eppendorf. Em cada tubo foram adicionados 200 ul da solucéo
tampao de lise contendo iodeto de propideo (0,1% de citrato de sédio [Invitrogen,
EUA], 0,1% Triton X-100 [Merck, Alemanha] e 20 ug/mL de iodeto de propideo
diluido em PBS, pH 7,4).

Os tubos foram incubados por 30 minutos, ao abrigo da luz, a temperatura
ambiente até a leitura no citdmetro de fluxo (intensidade de fluorescéncia emitida no
comprimento de onda 560-580 nm - FL2). Os dados obtidos da leitura foram

analisados pelo programa CellQuest software versao 3.0.1 (Becton-Dickinson, EUA).
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Anexo 5

Morphological cell changes at human periodontal ligament cells after contact with

endodontic materials.

Seré& enviado para Journal of Periodontal Research
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Morphological cell changes at human periodontal ligament cells after contact
with endodontic materials.

Débora F. Carneiro, MD 1 and Ana Cristina Barreto Bezerra, DDS, PhD 2
1 Postgraduate researcher, University of Brasilia, Brasilia, Brazil
2 Associate Professor, School of Dentistry, Post-Graduate Program of Health

Sciences, University of Brasilia, Brasilia, Brazil

Keywords: cell skrinkage, dental materials, pH, cell morphology



106

Abstract

Background and Objective: Root perforation repair with endodontic materials can
be change periodontal tissue. The aim of this study were evaluated the cell shrinkage
at human periodontal ligament cells following contact with a new bioactive oxide-
based endodontic material as compared to commonly used endodontic materials,
and compare pH changes at the material extract.

Material and Methods: Cell skrinkage was evaluated by observing a loss of cellular
volume by flow cytometry. The cells (6 x 10* cells/well) were incubated for 24 hours
at 37°C, with material extracts in two conditions (fresh or set stage). The extraction
was executed in two distinct time point after mixed (48 e 72 h for fresh material; 72 e
96 h for set stage). After contact, the cells were harvested and incubated with 3 uL
rodhamine 123 solution and the emission wavelength was adjusted to 515-530 nm
(FL1). The CellQuest software v 3.0.1 was used for data analysis. The values
obtained were compared using ANOVA with three factor interactions. The loss of
cellular volume associated with cytoskeletal breakdown and blebbing of the plasma
membrane was viewed by microscopy. pH was measured at the material extract at
varying time intervals with calibrated pHmeter.

Results: Sealer 26, Endofill and a new bioactive oxide-based endodontic material
caused significant cell skrinkage (p < 0.0001) and morphological changes that
suggest apoptosis. Moreover Sealer 26, white Portland cement and a new
endodontic material caused pH increase at culture media.

Conclusion: Endodontic materials can cause cell volume changes and pH disruption
after contact and this can retard healing.
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Introduction

The regulation of cell volume is essential for several cellular functions (1). The
regulatory mechanisms including ion channels, plasma membrane transporters and
cytoskeletal reorganization (2). Cells maintain cell volume by activating regulatory
volume increase (RVI) and regulatory volume decrease (RVD).

The decrease in cell volume can be prevented by inhibition of some ions such
as CI', however, if the reduction will reach 70% of original volume for a period
exceeding 3 h may occur activation of apoptosis independent of death ligand (3).

The apoptotic process is characterized by unique events morphological and
biochemical changes such as nuclear condensation, DNA fragmentation, a loss of
cellular volume associated with cytoskeletal breakdown and blebbing of the plasma
membrane (4, 5). Of all these characteristics only the loss of cellular volume is
common to all cell (6) and is the one that occurs in isotonic medium, independent of
the activation of caspases and other organelles (5).

The periodontal tissue may suffer a traumatic lesion, such as root perforation.
After this lesion occurs, chronic inflammation has been suggested to cause the
resorptive process and destruction of the functional periodontal attachment
apparatus (7). Endodontic materials used in the repair of root perforations may
change the environment from the release of ions and other chemical compounds (8,
9). Such sub-products may generate signals that lead to activation of caspases, and
consequently cell apoptosis (10). However, these materials have not been shown to
retard, prevent, or modify the healing process (11).

In an in vivo system, the apoptotic process does not activate the inflammatory
response (6). In an in vitro system, the changes of the medium can be overestimated
by any concentration of factors.

The aim of this study is to analyze volumetric changes that occur in human
periodontal ligament cells after contact with endodontic materials extract and
evaluate the changes that cause these extracts in the pH of the culture medium.

Materials and Methods
Cell culture of human periodontal cells

The cells for this study were obtained from the periodontal ligaments (PDL) of
2 third molars from one individual (34 years old) undergoing complete bony
impaction. This study was approved by the Ethical Committee of the Faculty of
Health Science at the University of Brasilia. Immediately before the procedure, the
patient was instructed to gargle for 2 minutes with a 0.12% chlorhexidine solution.
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The teeth were extracted and rinsed with a saline solution and were placed in a
falcon tube with culture media (i.e., DMEM, with 10% fetal bovine serum, 100 U/mL
penicillin, and 100 uL streptomycin [Gibco — Invitrogen, EUA]). The tubes with the
teeth were taken to the morphological laboratory, and in a laminar flow chamber
(Veco, Brazil), the teeth were then transferred to 25-cm? tissue culture flasks
containing 5 mL of culture media, and were incubated at 37°C in a humidified
atmosphere of 5% CO, (Tecnal, Brazil). When the cells surrounding the teeth were
confluent, they were transferred to a 75-cm? tissue culture flask and were designated
as the first transfer cells. These cells were used in this study.

Treatment of cells

The materials that were tested are listed in Table 1. All of the sealers were
commercially available, except for Sealer a. The materials were mixed according to
the manufacturer’s instructions. Sealer o has the same epoxy resin as Sealer 26 and
was therefore mixed according to the manufacturer’s instructions for Sealer 26. All of
the sealers were mixed at one time in a laminar flow chamber and placed into the
bottom of a 12-well plate in order to achieve a thickness of approximately 1 mm
(three well to each material and control). For the extraction media, 3.4 mL DMEM
was added on each sample. The extraction was executed in two conditions (fresh or
set material, i.e., after 24 h at 37°C in a humidified chamber), and performed at two
distinct time points: 48 or 72 h in 5% CO, at 37°C after mixed to fresh material; 48 or
72 h after media addition to set material in 5% CO, at 37°C. For each 24 h period,
the culture media from the extraction was transferred to a Falcon tube and new
media was placed on the material. A control extraction was prepared in an identical
manner, but there was not material added to the well.

Cellular volume analyse by flow cytometry

PDL cells (6 x 10* cells/well) were seeded in 12-well plate in 1 mL culture
medium. After incubation for 24 h, the culture medium was removed and replaced by
extracted material (1 mL) and control extract and they were incubated for 24 h at
37°C. Then the cells were harvested, collected by centrifugation, and incubated with
3 uL rodhamine 123 (Invitrogen, EUA) for 15 min at room temperature. The emission
wavelength was adjusted to 515-530 nm (FL1). The CellQuest software v 3.0.1
(Becton-Dickinson, EUA) was used for data analysis. The values obtained in the
individual experimental series (3 replicates to each material and control) were
compared using ANOVA with three factor interactions (sealer chemical composition,
setting reaction and time point) with post hoc Tukey test. Significance levels were set
atp <0.05.

Morphological Analysis
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The cells incubated with fresh culture media were analyzed in terms of
subconfluence, and confluence in the phase inverted microscope (Unico, USA). The
cells incubated with extracts of materials were compared with those on the way to the
extensions, the core position and other aspects visible on microscopic examination.
Image acquisition was performed using a digital camera (Zeiss, Germany) attached
to the eyepiece of an inverted light microscope and acquisition software Scope
(version 1.0.0.0, 2003).

Analysis of the pH of the extract

Immediately after the transfer of the extract material for a Falcon tube, it was
performed to measure the pH of the extract with calibrated pHmeter (Tecnopon,
Brazil). Three measurements were made from each Falcon tube, at room
temperature (23°C), until equilibrium. The pH was determined by the arithmetic mean
of three measurements. The analysis was performed by ANOVA (two-way) with
significance level p < 0.05.

Results

At fourteen day post-extraction, we observed cells extending from the teeth,
and by 28 days the cells were confluent and were passaged at this time.

Volumetric Analysis

The volume changes were analyzed from the changes of the parameter
forward-angle light scatter (FSC), which represents the cell volume, versus the
parameter side-angle light scatter (SSC), which represents the granularity of cells
(Figure 1).

In the analysis of these parameters Sealer 26, Sealer o and Endofill caused
major changes in the cells, since there was a marked reduction in the volume and
granularity, suggest that there has been a process of apoptosis. Nevertheless, the
loss of cellular volume after contact with Sealer 26 is a little slower, because with the
analysis after 48 hours, there is an increase in the SSC parameter characteristic of
the early changes of apoptosis.

Already the white Portland cement remained close to control in both conditions
analysis (fresh or set material). Statistical analysis showed no difference between
control group and the white Portland cement (p> 0.05).

The differences between the materials and the control were significant (p <
0.0001) only in the individual factor (Table 2). This result demonstrates that
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independent of observation time (48 or 72 h) or setting reaction (fresh or set
material), volumetric changes are derived from the material composition and what
they release into the medium (Figure 2). Endofill, Sealer o and Sealer 26 did not
differ statistically from one another, but differ significantly from control groups and
white Portland cement.

Morphological Analysis

The evaluation of cell morphology for the different materials varying time
intervals. There were marked differences in cell morphology between cells cultured in
contact with extract of Endofill and Sealer 26, and those control culture. The cells in
contact of Endofill or Sealer 26 were rounded and with blebbing of their plasma
membrane. Due to the large amount of sediment removed by Sealer o, even after
filtration of the extract with 0.22 um filter, it was not possible to showed the cells. In
contact with the extracts of white Portland cement, periodontal ligament cells
exhibited a volume decrease, but the shape was preserved.

Analysis of pH

The average pH of the culture media after contact with the material endodontic
is displayed in Figure 3. The change in culture media pH caused by fresh materials
was significant between groups (p = 0.0427). However there was no difference
between times (24, 48 or 72 h). When evaluating the pH of the culture media after a
period of 24 hours (set material), it is observed that there was statistical difference
between both groups (p = 0.0139) and between periods (p = 0.0245).

Discussion

The loss of cell volume actives many internal changes such as changes in the
cytoskeleton and subsequent loss of mitochondrial membrane potential (12). The
release of toxic substances from the materials affects not only cell morphology, but
the adherence behavior of cells (13). The proliferation and migration of periodontal
ligament fibroblasts are prerequisites for the synthesis of protein structure and
remodeling of the periodontal ligament (14).

Among the causes for volumetric change of the cells there are the changes of
the ionic medium, the apoptotic process and pH. Changes in pH can disturb several
cellular functions including cell proliferation and differentiation (15).

The periodontal ligament cells growth at pH 7.4 (16). Above pH 7.8, cells
showing morphological and physiological changes suggestive of apoptotic processes



111

(14), probably independent of activation of caspase-3 because this has inhibited by
high pH (17).

All materials change the pH of the environment; however the buffer system
minimizes the effect. The most used is the bicarbonate buffer that converts CO, from
the atmosphere and maintains the optimum pH (18).

The Sealer 26, Sealer a. and white Portland cement caused the greatest
changes in pH. All three have calcium in the composition in the form of oxide or
hydroxide, which is the agent of change. The differences between them are related to
other material characteristics that can keep the [OH] on the surface for variable
periods (19, 20).

The analysis of these ions released is important not only for changing the pH
of the culture media, but because the ionic movement across plasma membrane can
disturb your metabolism and promote cell shrinkage (6). In the present investigation,
the chemical composition of the materials was responsible for volumetric changes,
but it is uncertain the real cause this change: chemical composition, like Endofill, only
pH or both factors.

The volumetric change observed in this study was the cell shrinkage. In flow
cytometry, analysis of parameters FSC and SSC is able to identify both necrotic
processes as the apoptotic processes (21, 22). Necrosis occurs in the rapid increase
in FSC, because of edema, and reduction of the SSC by the fragmentation of
organelles. While in the apoptotic process occurs, initially, a decrease of FSC, due to
loss cell volume and an increase of SSC by chromatin condensation and nuclear
fragmentation. In late process it occurs the decrease of both parameters.

However, there is a change in osmolarity of the culture media may occur a
decrease in cell volume followed by a regulatory volume increase (RVI), without
triggering the cell death process (6). The decrease in cell volume observed in this
work, after contact with extracts of materials, can activate apoptosis or not depending
on the regulatory capacity of the cell.

The morphological changes displayed by cells in contact with extract zinc
oxide eugenol-based sealers are corroborated by previous studies (23, 24) as well as
the behavior of cells in the presence of extracts of white Portland cement (13, 23).
The changes observed in cells that were in contact with the Endofill are suggestive of
apoptosis are presenting granules on the surface, like apoptotic bodies. Sealer 26
was marked cell death by disruption of the cytoskeleton. Presence of vacuoles in the
surface and the change in cell shape suggest the toxicity of the material (13).

Conclusion
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We conclude that the periodontal ligament cells undergo changes in volume
and shape after contact with endodontic materials. These materials are able to
change the pH of the culture media.
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Table 1: Sealers that were tested
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Type

Product

Manufacturer

Composition

Bioactive
oxide

Epoxy resin

Zinc oxide-
eugenol

White
Portland
Cement

Sealer a

Sealer 26

Endofill

Rejuntamento
Flexivel
Quartzolit

University of
Brasilia, Brazil

Dentsply, Rio de
Janeiro, Brazil

Dentsply, Rio de
Janeiro, Brazil

Saint-Gobain
Quartzolit, Brazil

Powder: oxide (CaO, SiO,,
P,05) 36%,
Hexamethylenotetramine 4%,
BaSO, 60%.

Liquid: bisphenol-A-
diglycidylether 100%

Powder: Bismuth(lll)oxide,
calcium hydroxide,
hexamethylenotetramine,
titanium dioxide.

Liquid: bisphenol-A-
diglycidylether

(Batch # 791827)

Powder: zinc oxide,
hydrogenated resin,
(Bi02)2C03, BaSO4, Na,B,0O-.

Liguid: eugenol and oil of sweet

almonds

(Batch # 792680)

Powder: white Portland cement,

inorganic pigments, nontoxic
chemical additives.

(Batch: not identified)
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Table 2: Volume cell changes of human periodontal ligament cells after contact with
endodontic materials.

Materials Fresh material Set material

48 h 72 h 48 h 72 h
Control 25,403972 25,198134 25,297732 28,782450
Endofill 44,876393 67,056815 67,309002 66,132093
Sealer 26 53,467319 42,308872 60,686816 60,246130
Sealer a 65,658045 47,068704 60,647104 52,001454
WPc* 35,693931 21,614481 30,314993 31,897214

* White Portland cement
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Figure 1: Example of FSC and SSC changes at human periodontal ligament cells
after contact with endodontic materials. Endofill and Sealer o cause marked
decreased FSC and increased SSC signals. (WPc is white Portland cement)
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Figure 2: Loss volume cell of the human PDL cells 24 h after the addition of root
perforation repair material extract. Graph A represents fresh material, and Graph B
represents set materials
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Figure 3: pH at the culture media after contact with endodontic materials. Control and
Endofill have de same pH at each timepoint.
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Anexo 6

Genotoxicity of perforation repair materials on human periodontal ligament cells in

vitro.

Enviado para International Endodontic Journal
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Abstract

Aim: The aim of this study was to evaluate the genotoxicity of a new bioactive oxide-based
endodontic material as compared to commonly used endodontic materials in human

periodontal ligament cells.

Methodology: Genotoxicity was evaluated by observing cellular DNA content and the cell
cycle changes by flow cytometry. The cells (6 x 10* cells/well) were incubated for 24 hours at
37°C, with material extracts in two conditions (fresh or set stage). The extraction was
executed in two distinct time point after mixed (48 e 72 h for fresh material; 72 e 96 h for set
stage). After contact, the cells were harvested and incubated with 200 uL propidium iodide
solution and the emission wavelength was adjusted to 560-580 nm (FL2). The CellQuest
software v 3.0.1 was used for data analysis. The values obtained in the individual

experimental series were compared using ANOVA with three factor interactions.

Results: The results demonstrated that all of the materials caused changes to the DNA from
an interaction among three different factors (chemical composition, setting reaction, and time
point) (p <0.0001). The cell cycle changes occurred primarily when the materials were
freshly mixed. A new bioactive sealer did not differ from the control after the set material on

all cycle phases (p > 0.05). Zinc oxide eugenol-based sealer is the most genotoxic material.

Conclusion: The new bioactive oxide-based endodontic material did not induce a significant
DNA damage or changes on cell-cycle. This is confirming its adequacy as a perforation root

repair material.
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Introduction

Root perforation is a pathological disease where space opens between periodontal tissue and
pulp space. After this lesion occurs, chronic inflammation has been suggested to cause the
resorptive processes and destruction of the functional periodontal attachment apparatus
(Seltzer Sinai et al. 1970). Repair in the periodontal tissues involves a migration, adhesion,
proliferation, and differentiation at diverse cells (Pitaru McCulloch et al. 1994). Furthermore,
there are different structures with closer interactions, such as dentin, cementum, periodontal
ligament and alveolar bone (Bartold Xiao et al. 2006). The cementum matrix may promote
differentiation of mesenchymal cells and could also have inductive properties important for
regeneration and for providing signals essential for tissue attachment (Macneil & Somerman

1993; Pitaru McCulloch et al. 1994; Zeichner-David 2006).

Cytotoxic materials can produced an extensive DNA cleavage and thus generates a large
number of DNA strand breaks (Vermes Haanen et al. 2000). Therefore, the DNA damage
might initiate an apoptotic cell death that is independent of or mediated by transcription

factors (Kao Lemoine et al. 2001; Clarke & Allan 2009).

DNA damage signalling can also induce apoptosis and prevent the dangerous of damage cells,
thus DNA damage may interrupt the cell cycle (Pardo Gomez-Gonzalez et al. 2009). The cell
cycle analysis is used for determination of proliferative activity. The cell cycle can be divided
into four stages: G1 (pre-DNA synthesis or resting), S (DNA synthesis), G2 (post-DNA
synthesis), and M (mitosis). DNA-damage-induced cell-cycle checkpoints inhibit entry into S
phase, to prevent further DNA replication, progression through S phase and entry into M

phase (Clarke & Allan 2009).
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Root perforation may be repaired by endodontic materials, so these materials have not been
shown to retard, prevent, or modify the healing process (Macneil & Somerman 1999). There
is not specific material available for sealing a root perforation. Materials for perforation repair
should adhere and seal the root canal system, and should also be nontoxic (Tai & Chang
2000). However, a slow release of detrimental components may also occur over long periods,
depending on the material’s solubility and degree of exposure to the organism (Bratel Jontell

et al. 1998).

Root canal sealers and the mineral trioxide aggregate (MTA) are generally used at the apical
and cervical third positions, respectively. Portland cement is similar to MTA, but it includes a
higher amount of heavy metals (Danesh Dammaschke et al. 2006). Many authors have
previously reported that MTA does not cause damage to DNA (Ribeiro Duarte et al. 2005;
Braz Camargo et al. 2006). Zinc oxide-eugenol and epoxy resin-based sealers are described in

many studies to act like genotoxic materials (Hume 1984; Kostoryz Tong et al. 1999).

Bioactive materials have the ability to perform in partnership with the host response in a
specific application, such as to induce nascent hard tissue (Huang Ding et al. 2003). Most of
these materials are comprised of calcium and phosphorus, but some may contain silica or
magnesium (Hing 2005). These chemical modifications may influence cellular behavior or the
calcification process (Zreigat Evans et al. 1999). At the University of Brasilia, a new bioactive
oxide-based endodontic material was developed for use in root perforation or as a root-end
material. Epoxy resin was used as a vehicle for application and provided adhesion to the

dentin (Lee Williams et al. 2002).

The aim of this study was to evaluate the cell cycle changes and cellular DNA content in the

human periodontal ligament cell caused by two root canals sealers (Endofill© and Sealer
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26®) and two perforation repair materials (white Portland cement and bioactive oxide-based

material).

Materials and Methods
Cell culture of human periodontal cells

The cells for this study were obtained from the periodontal ligaments (PDL) of 2 third molars
from one individual (34 years old) undergoing complete bony impaction. This study was
approved by the Ethical Committee of the Faculty of Health Science at the University of
Brasilia. Immediately before the procedure, the patient was instructed to gargle for 2 minutes
with a 0.12% chlorhexidine solution. The teeth were extracted and rinsed with a saline
solution and were placed in a falcon tube with culture media (i.e., DMEM, with 10% fetal
bovine serum, 100 U/mL penicillin, and 100 pL streptomycin [Gibco — Invitrogen, EUA]).
The tubes with the teeth were taken to the morphological laboratory, and in a laminar flow
chamber (Veco, Brazil), the teeth were then transferred to 25-cm? tissue culture flasks
containing 5 mL of culture media, and were incubated at 37°C in a humidified atmosphere of
5% CO, (Tecnal, Brazil). When the cells surrounding the teeth were confluent, they were
transferred to a 75-cm? tissue culture flask and were designated as the first transfer cells.

These cells were used in this study.

Treatment of cells

The materials that were tested are listed in Table 1. All of the sealers were commercially
available, except for Sealer o.. The materials were mixed according to the manufacturer’s

instructions. Sealer o has the same epoxy resin as Sealer 26 and was therefore mixed
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according to the manufacturer’s instructions for Sealer 26. All of the sealers were mixed at
one time in a laminar flow chamber and placed into the bottom of a 12-well plate in order to
achieve a thickness of approximately 1 mm (three well to each material and control). For the
extraction media, 3.4 mL DMEM was added on each sample. The extraction was executed in
two conditions (fresh or set material, i.e., after 24 h at 37°C in a humidified chamber), and
performed at two distinct time points: 48 or 72 h in 5% CO, at 37°C after mixed to fresh
material; 48 or 72 h after media addition to set material in 5% CO, at 37°C. For each 24 h
period, the culture media from the extraction was transferred to a Falcon tube and new media
was placed on the material. A control extraction was prepared in an identical manner, but

there was not material added to the well.

Flow cytometry

DNA damage and cell-cycle were evaluated by flow cytometry. PDL cells (6 x 10* cells/well)
were seeded in 12-well plate in 1 mL culture medium. After incubation for 24 h, the culture
medium was removed and replaced by extracted material (1 mL) and control extract and they
were incubated for 24 h at 37°C. Then the cells were harvested, collected by centrifugation,
and incubated with 200uL propidium iodide (PI) solution (20 ug/mL PI and 0.1% Triton-X in
phosphate-buffered saline) for 30 min at room temperature. The emission wavelength was
adjusted to 560-580 nm (FL2). The CellQuest software v 3.0.1 (Becton-Dickinson, EUA) was
used for data analysis. The values obtained in the individual experimental series (3 replicates
to each material and control) were compared using ANOVA with three factor interactions
(sealer chemical composition, setting reaction and time point) with post hoc Tukey test.

Significance levels were set at p < 0.05.
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Results

At fourteen day post-extraction, we observed cells extending from the teeth, and by 28 days

the cells were confluent and were passaged at this time.

The mean of cell DNA content was listed in Table 2. DNA damage resulted from an
interaction among three different factors (p < 0.0001) (Figure 1). All of the analyses differed
significantly with the control, except for the Sealer o fresh material (at 48 h). Sealer o caused
less DNA damage when it was in the set stage, at 48 h the difference between Sealer o and
the control was 64.2%.This difference was reduced at the next time point (72 h) to 15.9%

(Figure 2)

The cell cycle also experienced changes (Table 3 and Figures 3 and 4) after the cells were
treated. There was not significant difference when the cells were treated with fresh material
preparations of Sealer 26, Sealer o or white Portland cement when compared to the control at
48 h at G1 phase (p > 0.05). However, when the material was set, Sealer o was the only

material that did not differ from the control at both time points of 48 h and 72 h (p > 0.05)

There was not significant difference when cells treated and the control in S phase when we
analyze an interaction among the three factors descript above. All of the materials, when
tested as fresh preparations differed from the control at 48 h (p < 0.0001). At next time point
(72 h), there was not difference between Sealer 26 and white Portland cement with the control
(p > 0.05). Sealer o and Portland cement did not differ from the control after the set material

was tested.

Finally, all of the materials, when tested as fresh preparations, differed from the control as
fresh at G2/M phase (p < 0.0001). When the materials were set, only Sealer o was similar to

the control (p > 0.05).
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Discussion

Periodontal ligament contains a variety of cells at different steps in differentiation such that an
individual cell may proliferate in favourable conditions (i.e., in culture) (Nagatomo Komaki et
al. 2006). We prefer to study human periodontal cells, and thus bring the results to real
system. However, we are aware of the limitations of an in vitro study and that this does not

allow a direct comparison with the in vivo conditions.

Cells respond to DNA breaks through disruption of mitosis and start apoptotic response. The
correct balance between cell cycle arrest, essentially a cell survival mechanism, and cell death
through apoptosis is maintained through the proliferation of cells (Clarke & Allan 2009). This
study showed that all of the endodontic materials tested are cytotoxic to the cell, since all of
the materials caused DNA damage and cell cycle disruption. These changes were caused by
the chemical composition of the materials, the set stage, and the time at which the cells were

evaluated.

Unlike previous studies (Moghaddame-Jafari Mantellini et al. 2005; Ribeiro Matsumoto et al.
2006), Portland cement was found to be as genotoxic (Figure 1 and 2) as zinc oxide eugenol-
based sealers after the set stage (p > 0.05). The difference between these and previous studies
is the amount of time the cells had contact with the extract material, as well as the different
concentrations of extract. In our study, severe DNA damage was observed after the cells were
incubated with a 100% solution of extract that had direct contact with the cells. This damage
likely occurs to the periodontal cells that maintain direct contact with the material during root

repair or root-end filling.

Another substance responsible for the genotoxic activity is epoxy resin (Huang Tai et al.

2002). Diglycidyl ether bisphenol A may inhibit DNA or protein synthesis at doses ranging
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from between 10 to 100 umol/L (Kostoryz Tong et al. 1999). However, this conclusion is
unlikely because Sealer a has the same resin and catalyst as Sealer 26, but the results were
different. When the material was fresh, its toxicity was greatly increased (Figure 1) because
there was an interaction between the sealer and the culture media. The set reaction of Sealer
o was completely inhibited when fresh mixed was used by extraction. However, when was
used set material, the results suggests that Sealer o has a protective effect on the DNA since it

caused 64.2% less DNA damage than the control (Table 2).

The analysis of cellular DNA content by flow cytometry with propidium iodide reveals a sub-
population of cells, with reduced DNA stainability. This reduced is the consequence of
progressive loss of DNA from the cells, due to activation of endogenous endonucleases
(Vermes Haanen et al. 2000). Apoptosis should be suppressed in response to low leves of
damage and during checkpoint arrest to permit repair and prevent unnecessary cell destruction

(Clarke & Allan 2009).

In our experiment, the endodontic materials that caused major DNA damage also caused
inhibit the cell growth. This antiproliferation activity was related to a cell number decrease in
the S/G2/M phases and accumulation of cells in the G1 phase compared to control at 48 h

when material was fresh (Valois & Azevedo 2008; Clarke & Allan 2009).

These materials are toxic when freshly mixed as set states. This observation may suggest that
materials, after the setting phase, continue to release toxic substances. In agreement with
results from other authors, the chemical composition affects the progression of the cell cycle
phases in various manners (Barbosa Araki et al. 1993; Huang Tai et al. 2002), possible
apoptotic mechanisms include increase in cytosolic calcium and nitric oxide synthase pathway
(Gorduysus Avcu et al. 2007). The clinical implication of cell cycle disruption is a decrease in

or a retardation of the healing process.
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Conclusion

We conclude that all of the endodontic materials for root repair perforation cause DNA
damage and cell cycle deregulation. However, Sealer oo may provide the best environment for

periodontal repair since it caused only minor damage.
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Table 1: Sealers that were tested

Type Product Manufacturer Composition
Bioactive Sealer a University of Powder: oxide (Ca0, SiO,, P,0s)
oxide Brasilia, Brazil 36%, Hexamethylenotetramine 4%,
BaSO, 60%.

Liquid: bisphenol-A-
diglycidylether 100%
Epoxy resin Sealer 26 Dentsply, Rio de Powder: Bismuth(l11)oxide,
Janeiro, Brazil calcium hydroxide,
hexamethylenotetramine, titanium
dioxide.
Liquid: bisphenol-A-

diglycidylether

(Batch # 791827)
Zinc oxide- Endofill Dentsply, Rio de Powder: zinc oxide, hydrogenated
eugenol Janeiro, Brazil resin, (BiO,),CO3, BaSO,,
NayB40O7.

Liquid: eugenol and oil of sweet

almonds

(Batch # 792680)
White Rejuntamento  Saint-Gobain Powder: white Portland cement,
Portland Flexivel Quartzolit, Brazil inorganic pigments, nontoxic
Cement Quiartzolit chemical additives.

(Batch: not identified)




Table 2: Genotoxicity of the endodontic materials at human periodontal ligament cells*

135

Cell DNA content

Material Fresh material Set material
48h 72h 48h 72h
Control 490.00000 2865.66667 2919.00000 5904.66667
Endofill 9969.66667 9891.00000 9662.66667 9983.00000
Sealer 26 2999.00000 4952.33333 6575.33333 7664.66667
Sealer o 1650.00000 9707.00000 1045.00000 4965.66667
W. Portland cement 2208.33333 5726.00000 8171.00000 9135.33333

* Root square of mean at cell DNA content
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Table 3: Cell cycle changes in pdl cells after contact with endodontic material extract*

Fresh Material

Material Phase G1 Phase S Phase G2/M

48 h 72h 48 h 72h 48 h 72h
Control 70.5063131 67.4641832 48.8999968 36.1424235 42.7467997 33.0771298
Endofill 3.2724459 8.2578908 2.1842309 2.9213721 0.9106836 3.4773577

Sealer 26 72.5168561 60.0117389 27.1043493 30.5777062 30.4872702 18.8858144

Sealer a 86.3509273 9.1241589 14.8125711 8.4527793 25.6479931 1.3333333

WPC** 76.6253541  51.3802689  27.8926053  26.9394404  29.5336360  28.7598999
Set Material
Material Phase G1 Phase S Phase G2/M
48 h 72h 48 h 72h 48 h 72h
Control 84.1431336 63.8421667 34.1748665 20.7468566 34.3708217 18.3066798
Endofill 8.7354043 4.1143990 4,0832271 1.8652514 2.2954498 1.2167605

Sealer 26 58.3716375 48.3711889 19.9299832 16.1653359 23.5795688 4.0986557

Sealer o 81.8348213 57.5466653 24.8963056 15.3996267 32.9124519 13.7423574

WPc** 42.7490358 27.1580547 25.7257009 10.2902560 18.2467736 2.8671799

* Root square of mean at cell cycle phases
** White Portland cement
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Figure 1: DNA damage of the human PDL cells 24 h after the addition of root perforation
repair material extract. Graph A represents fresh material, and Graph B represents set
materials.
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Figura 2: The effects of endodontic materials’ eluates at different states (fresh and set
materials) on cell DNA content.
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Figure 3: Cell cycle changes in PDL cells 24 h after the addition of root perforation repair
material extract. Graphs A, C and E represent fresh material and graphs B, D and F represent
set material.
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Figure 4: The effect of endodontic materials’ eluates on cell-cycle. Graph A represents fresh
material and Graph B represents set material. Endofill did not represented because it caused
excessive cell death.



