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Desde o desenvolvimento da primeira formulacdo do cimento MTA (Agregado de Tridéxido
Mineral), este material tem sido utilizado para variados procedimentos clinicos’. Atualmente, um novo
agregado de tri6xido mineral estd sendo produzido no mercado nacional, o MTA-Branco (ANGELUS
Industria de Produtos Odontoldgicos Ltda, Londrina, PR, Brasil), o qual apresenta custo inferior aos
demais cimentos importados. O propdsito da presente pesquisa foi avaliar, in vitro, os efeitos da reacdo de
presa do cimento MTA-Branco (ANGELUS) e do tempo de extracdo de seus componentes em meio de
cultura, quando aplicado diretamente sobre células de linhagem odontoblastica MDPC-23.

Células de linhagem odontoblastica MDPC-23” foram cultivadas em garrafas plasticas de 25 cm’
(Costar Corp, Cambridge, MA, USA) em meio de cultura completo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM-SIGMA Chemical Co., St Louis, MO, USA) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB-Cultilab,
Campinas, SP, BR), 100 IU/mL e 100 pg/mL, respectivamente, de penicilina e estreptomicina e 2mmol/L
de glutamina (GIBCO, Grand Island, NY, USA) em uma atmosfera umedecida contendo 5% de CO, na
temperatura de 37°C. Estas células foram sub-cultivadas a cada 3 dias até que se obtivesse o nimero de
células suficientes para a realizacdo do experimento (30.000 células/cm®) e apés serem incubadas por 72
horas foram expostas aos extratos obtidos do cimento MTA-Branco.

O metabolismo das células odontoblastéides que mantiveram contato com os extratos do MTA-
Branco (Grupos 1, 2, 3 e 4 — Tabela 1) foi avaliado por meio da andlise colorimétrica do Metiltetrazolium
(teste do MTT)’, a qual representa a taxa de respiragio mitocondrial das células. Este protocolo tem sido
amplamente utilizado em pesquisas realizadas com culturas de células'*®’. A viabilidade celular foi
avaliada por espectrofotometria no Leitor Universal de ELISA (ELX 800 - Universal Microplate Reader-
BIO-TEK Instruments, ICC), num comprimento de onda de 570nm. Neste estudo, 32 corpos de prova
foram confeccionados com o MTA-Branco (ANGELUS Industria de Produtos Odontolégicos Ltda.,
Londrina, PR, Brasil), os quais foram divididos (n = 8) de acordo com o tempo de presa do material (1
hora ou 4 horas) e o periodo em que os espécimes foram mantidos em contato com o meio de cultura
DMEM (24 horas ou 7 dias). A identificagdo e o nimero de espécimes de cada grupo estdo apresentados
na Tabela 1. Os valores de pH das solugdes experimentais e controle foram avaliados através da utilizacao
de um phmetro digital (PG 2000, GEHAKA, Sao Paulo, SP). A leitura foi realizada inicialmente no meio
DMEM puro e em seguida, nas solugdes obtidas apds a manutencdo dos corpos de prova do MTA-Branco
em DMEM puro. A morfologia das células MDPC-23 foi avaliada por meio de microscopia eletronica de
varrredura (MEV, JEOL-JIMS-T33A Scanning Microscope, JEOL — USA Inc., Peabody, MA, USA)
utilizando dois espécimes representativos de cada grupo. Para isto, as células em contato com os extratos
experimentais ou com o meio de cultura (controle), apés os 120 minutos de incubacio, foram fixadas em
solucdo de glutaraldeido 2,5% por 24 horas e pos-fixadas em tetroxido de 6smio 1% por 60 minutos. Em
seguida, foram desidratadas em solu¢des de etanol em concentragdes crescentes e finalmente, as células
foram submetidas a secagem por meio do solvente de baixa tensdo superficial 1,1,1,3,3,3-
hexamethyldisilazane (HMDS - ACROS Organics, New Jersey, USA) e mantidas em dissecador durante
12 horas.

Os resultados numéricos de metabolismo celular ap6s 120 minutos de contato das células MDPC-
23 com os extratos experimentais e solugcdo controle foram submetidos a andlise estatistica de Mann-
Whitney (p > 0,05). A andlise estatistica demonstrou ndo existir diferenca quanto ao metabolismo celular
entre os Grupos experimentais e destes com os Grupos controle como demonstrado na Tabela 2 e Figura
1. Independente do tempo de presa do material (1 ou 4 horas) e do periodo do tempo de obtencdo dos
extratos (24 horas ou 7 dias), o MTA-Branco praticamente ndo apresentou efeitos toxicos sobre as células
MDPC-23. Nos Grupos 1, 2, 3 e 4, a reducdo do metabolismo celular causada pelo cimento experimental



foi de 0,82%; 9,6%; 4,4% e 0%, respectivamente. Os valores obtidos para os Grupos 5 e 6 (controle)
foram considerados 100% do metabolismo celular, ou seja, auséncia de inibicdo do metabolismo das
células (0% de redugdo do metabolismo das células). Os valores de pH obtidos mostraram baixa variagio
entre eles e estio representados na Tabela 3. Através da andlise em microscopia eletronica de varredura
(MEV), foi observado para todos os grupos experimentais e controle, que uma grande quantidade de
células MDPC-23 permaneceu aderida ao substrato de vidro. Estas células se apresentavam organizadas
em nodulos, sendo que a morfologia da maioria delas era alongada e com finos prolongamentos
citoplasmaticos, 0s quais pareciam promover a adesdo das mesmas as laminulas de vidro (Figuras 2, 3, 4).
Dentro das condi¢des experimentais, foi possivel concluir que o tempo de presa e de
armazenagem do cimento MTA-Branco em ambiente Umido ndo interferiram negativamente no
metabolismo celular, caracterizando o baixo efeito citotoxico do material. Portanto, os excelentes
resultados observados na presente pesquisa, caracterizados pela limitada citotoxicidade do MTA-Branco
sobre células pulpares em cultura, devem encorajar o desenvolvimento de novas investigacdes com o
objetivo de avaliar a resposta de polpas expostas capeadas com este material odontoldgico.

Tabela 1. Distribuicdo dos Grupos Experimentais e Controle de acordo com o tempo de armazenagem dos
corpos de prova no meio de cultura.

MATERIAL TEMPO DE TE}g/]IEPO IDENTIFICA(;AO NUI\SE RO
ARMAZENAMENTO PRESA DOS GRUPOS ESPECIMES
MTA 1 hora Gl 8
(ANGELUS 24 horas
Industria de 4 horas G2 8
Produtos
Odontolégicos 1 hora G3 8
Lida., 7 dias
Londrina, PR, 4 horas G4 8
Brasil).
DMEM -
(SIGMA 24 horas G5 8
Chemical Co.,
St. Louis, 7 dias -
MO, USA). a6 8

Tabela 2. Médias e desvios-padrdao do metabolismo das células MDPC-23 em contato com os extratos
experimentais.

MTA

Periodo DMEM
1 hora presa 4 horas presa
24 horas G1-0,610(0,082) A,a* G2-0,556 (0,073) A,a GS- 0’6A12(0’1 13)
7 dias G3-0,631(0,027) A,a G4 - 0,662 (0,129) A,a G6 - 0’6A6(;(0’050)

*Médias seguidas por letras iguais mintsculas nas linhas e letras maidsculas nas colunas sdo
estatisticamente iguais (Mann-Whitney, p<0.05).
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Figura 1. Representac@o grifica do metabolismo das células MDPC-23 em contato com o MTA-Branco,
de acordo com o periodo de armazenamento no meio de cultura e o tempo de presa.

Tabela 3 - Valores de pH dos extratos experimentais e do controle.

Valores de pH MTA
Periodo DMEM
1 hora presa 4 horas presa
24 horas 8,98 8,90 8,85
7 dias 8,99 8,42 8,47

Figura 2. Grupo controle 24h (G5) — Células MDPC-23 organizadas em nédulos, aderidas ao substrato de
vidro. Note a presenca de células com longos e finos prolongamentos citoplasmaticos originados de sua
membrana. Figura 3. Grupo MTAB 1h/7 dias (G3) — Mesmo neste grupo experimental, as células MDPC-
23 se mantiveram organizadas em nédulos e com morfologia plana. Figura 4. Grupo MTAB 4h/ 7 dias
(G4). Presenca de células ligeiramente alongadas e organizadas em nddulos. Note a interacdo das células
com o substrato através de finos prolongamentos citoplasmaéticos.
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