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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a citotoxicidade e osteoclastogénese em
cultura de osteoclastos em contato com os seguintes cimentos bioceramicos:
Endosequence BC Sealer (END), BioRoot RCS (BIR), Sealer Plus (SMK) e Bio-C
Sealer (BIC). Células indiferenciadas proveniente da medula do fémur de
camundongos de linhagem C57BL/6 foram coletadas e induzidas a diferenciagdo em
células osteoclasticas com fator estimulante de colénia de macrofagos (M-CSF) e
ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL). As células foram
mantidas em contato com os estratos dos cimentos nas diluicées de 1:20, 1:100, 1:500
e 1:2500 durante todo o periodo de diferenciacao. Parte das amostras foram utilizadas
para avaliagdo da osteoclastogénese, através da porcentagem de células positivas
para fosfatase acida resistente a tartarato (TRAP) e avaliagao qualitativa da formagao
de anéis de actina. Outra parte foi analisada a viabilidade celular pelo ensaio MTT
Formazan, apds 12 horas, 24 horas e 48 horas de contato com os estratos dos
cimentos. Quanto a viabilidade celular, ndo houve diferencga estatistica tratando-se do
tempo e diluicdo dos cimentos (P>0,05). Quando comparados ao controle, o grupo
END se apresentou semelhante ao controle na diluicdo de 1:20 no tempo de 12h e
48h. Os grupos BIR, BIC e SMK diferem do controle negativo, mas quando avaliadas
as diluicdes, ndo apresentam diferencga, portanto possuem viabilidade estavel. De
acordo com o TRAP, em geral o grupo SMK apresentou maior contagem de células
clasticas e o grupo BIC menor quantidade de osteoclastos. Quando comparado ao
controle, todos os cimentos apresentaram diferenca estatistica do grupo controle
negativo (P<0,001). No controle positivo, todos os cimentos apresentaram menor
numero de osteoclastos, devido aos mesmos n&o serem induzidos a
osteoclastogénese. E possivel observar que em na diluicdo de 1:2500 a presenca de
osteoclastos é mais significativa , sendo essa inibida de forma gradual até chegar em
menores concentragbes, no caso 1:20 (P<0,05). Portanto conclui-se que a
osteoclastogénese foi inibida pelos cimentos bioceramicos e a viabilidade celular em

todos os grupos reduziu apds o periodo de 48 horas.

Palavras-chave: cimentos bioceramicos, citotoxicidade, viabilidade celular,

osteoclastogénese.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate in vitro cytotoxicity and osteoclastogenesis in
osteoclast culture in contact with the following bioceramics: Endosequence BC Sealer
(END), BioRoot RCS (BIR), Sealer Plus (SMK) and Bio-C Sealer (BIC).
Undifferentiated cells originating from the marrow of C57BL mouse were collected and
induced differentiation into osteoclastic cells with macrophage colony stimulating
factor (M-CSF) and nuclear factor activating receptor kappa B ligand (RANKL). Cells
were kept in contact with cement extracts in the dilutions of 1:20, 1: 100, 1: 500 and
1: 2500 during the period of differentiation. Part of the samples were used for the
evaluation of osteoclastogenesis, through the percentage of positive tartrate resistant
acid phosphatase (TRAP) cells and qualitative evaluation of the actuation ring
formation. Another part was analyzed for cell viability by the Formazan MTT assay,
after 12 hours, 24 hours and 48 hours of contact with the cement extract. Regarding
cell viability, there was no statistical difference between time and cement dilution (P>
0.05). When compared to the control, END group presented similar to the control in
dilution of 1:20 in the time of 12h and 48h. The groups BIR, BIC and SMK differ from
the negative control, but when dilutions are evaluated, they have no difference,
therefore, they have stable viability. According to TRAP, in general, the SMK group
has the largest number of osteoclast cells and the BIC group has the least. When
compared to the control, all groups exhibited statistical difference in the negative
control group (P <0.001). In positive control, all cements presented a lower number of
osteoclasts, because they are not induced by osteoclastogenesis. It is possible to
observe that in the dilution of 1: 2500 the presence of osteoclasts is more significant,
being inhibited gradually until reaching lower rates, in the case 1:20 (P <0.05).
Therefore, we conclude that osteoclastogenesis was inhibited by bioceramic cements

and cell viability in all groups reduced after 48 hours.

Key-words: calcium  silicate-based sealer, cytotoxicity, cell viability,

osteoclastogenesis
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1. INTRODUGAO

A qualidade da obturagdo do canal radicular € um fator importante para o
sucesso do tratamento endoddéntico, sendo a escolha do cimento endoddntico com
base em suas caracteristicas biolégicas e fisico-quimicas fundamental nesse
processo (Figueiredo et al., 2001). Idealmente, a obturagao deve ficar contida dentro
do canal radicular, evitando que o material obturador entre em contato direto com os
tecidos periapicais (Ricucci e Langeland, 1998; Schaeffer et al., 2005). No entanto,
em caso de reabsorgdes apicais e sobre instrumentacao, o forame apical pode sofrer
dilatacdo ou deformacéo (Ricucci e Langeland, 1998; Goldberg et al., 2019), levando
a incidéncia de extravasamentos acidentais do material obturador. Atualmente, com
o advento dos cimentos a base de silicato de calcio com principio bioativo, é verificado
também essa pratica de forma intencional, com o objetivo de promover o reparo 6sseo
através da formacao de hidroxiapatita apés o contato do cimento com os tecidos
periapicais (Chybowski et al., 2018). Nestas situagdes o cimento entra em contato
direto com as células do sistema imunoldgico, podendo desencadear apoptose ou
necrose e estimular a liberacdo de mediadores pré-inflamatérios (Souza et al., 2019).
Tais reagdes imuno-inflamatérias sao importantes para a cura periapical porém nao
devem se perpetuar para ndo interferir negativamente no reparo periapical € no
processo de neoformagéo dssea (Sjogren et al., 1990; Schaeffer et al., 2005; Ricucci
et al., 2011). No entanto, experimentos in vitro tem demonstrado que a resposta
celular desencadeada pelos cimentos endodénticos varia em fungao do tipo de célula
analisada e da composi¢do do cimento (Chang et al., 2014).

Os cimentos bioceramicos s&o desenvolvidos a base de silicato de calcio,
silicatos tricalcicos e dicalcicos, fosfatos de célcio, hidroxido de calcio e 6xido de
zirconio como radiopacificador (Bueno et al., 2016). Estes foram introduzidos na
pratica odontoldgica principalmente devido a sua biocompatibilidade (Bosio et al.,
2014), atividade antibacteriana (Zhang et al., 2009) e sobretudo potencial
osteogénico, estimulando o reparo 6sseo na regiao periapical (Chang et al., 2014;
Prati e Gandolfi, 2015; Utneja et al., 2015). O reparo 6ésseo € um processo altamente
regulado pela atividade osteoblastica e osteoclastica coordenada (Datta et al., 2008),
0 que é de suma importancia no reparo das lesdes Osseas periapicais. Porém, &

possivel notar na literatura poucos estudos que avaliem a citotoxicidade e inibicdo de
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osteoclastogénese dessa nova classe de cimentos em células osteoclasticas
(Rodrigues et al., 2013). Os osteoclastos por outro lado, sdo células multinucleadas
que descendem de precursores hematopoiéticos CD14+ encontrados na medula
0ssea e responsaveis pela reabsor¢ao 6ssea (Vaananen e Laitala-Leinonen, 2008).
Considerando que ha estudos que determinam o efeito citotoxico de cimentos
bioceramicos em contato fibroblastos (Shon et al., 2012; Chakar et al., 2017) e
osteoblastos (Costa-Rodrigues et al., 2011; Jung et al., 2015), mas que negligenciam
seus efeitos em células osteoclasticas, as quais sdo diretamente responsaveis pelo
processo de remodelagcdo O0ssea nas lesbes periapicais este trabalho tem como
objetivo avaliar a citotoxicidade e a atividade de fosfatase acida resistente a tartarato
(TRAP) em cultura de macréfagos e osteoclastos em contato com os cimentos
bioceramicos: Endosequence BC Sealer (Brasseler), BioRoot RCS (Septodont),
Sealer Plus (MK Life) e Bio-C Sealer (Angelus). A hipétese nula testada € de que os

diferentes cimentos endoddnticos nao afetarao as respostas celulares avaliadas.

2. METODOLOGIA

2.1. Preparacgao dos estratos

Foram testados os seguintes cimentos endodénticos bioceramicos:
Endosequence BC Sealer (Brasseler) — END; BioRoot RCS (Septodont) — BIR; Sealer
Plus (MK Life) — SMK; e Bio-C Sealer (Angelus) — BIC. Os estratos dos cimentos
foram preparados de acordo com o padrao ISO 10993-5 (Standardization, 2009). Os
cimentos foram manipulados de acordo com instrugdes do fabricante sob condicbes
assépticas, dentro de um fluxo laminar. 0,3 mL de cimento foi inserido no fundo do
poco em uma placa de 24 pocos, e foi adicionado imediatamente 1,5 mL de meio de
cultura a-MEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 1% de antibidtico e antimicético
(Sigma-Aldrich) em cada pogo. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C.
Posteriormente, os extratos originais obtidos foram coletados, filtrados e em seguida,
diluidos nas concentragdes de 1:20, 1:100, 1:500 e 1:2500. (22)
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2.2. Obtencgao, diferenciagao e tratamento de clastos

Todos os procedimentos com animais foram realizados sob aprovagao pela
Comissao de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA-UFU) sob o numero do projeto
de 003/19. Células da medula 6ssea (BMMs) derivadas do fémur de camundongos
C57BL/6 de 5 semanas de idade foram plaqueadas e cultivadas em meio essencial
minimo modificado alfa (a-MEM) (Sigma-Aldrich) suplementado com antibidticos
(Sigma-Aldrich) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen). As BMMs foram
isoladas e 2 x 108 células foram incubadas com 30 ng/mL de com fator estimulante
de colénia de macrofagos (M-CSF) (Peprotech, Rock Hill, NJ), em placa petri. Apds
3 dias, os macrofagos-mondécitos derivados da medula 6ssea (BMMs) foram
desaderidos e semeados em placas de 96 pogos na densidade de 2 x 10* cel/pg para
marcacao de TRAP, ou sobre laminulas em placas de 48 pocos para marcacao dos
anéis de actina. Todos os testes foram realizados com trés amostras por grupo (n=3)
em réplica biolégica. Apdés a adesdo das células (3 horas), o meio de cultura foi
removido e substituido pelos estratos nas diluicdes em teste e foi feita estimulacéo
com 10 ng/mL de ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL) e
30 ng/mL de M-CSF (dia 1 do tratamento). Apds 2 dias, os estratos foram trocados e
as células foram estimuladas novamente com RANKL (10 ng/mL) e M-CSF (30
ng/mL) (dia 3 do tratamento). Depois de 2 dias, as células foram fixadas (dia 5 do

tratamento) para marcagao de TRAP e anéis de actina. (Soares et al., 2019).
2.3.Teste de viabilidade celular pelo método MTT Formazan

O teste de viabilidade celular, foi realizado com trés amostras por grupo (n=3)
em réplica biolégica. BMMs foram plaqueados em placas de 96 pogos na
concentragdo e 2x10* cel/lpg, em meio de cultura a-MEM (Sigma-Aldrich)
suplementado com 10% de SFB (Invitrogen), 1% de antibiético e antimicético (Sigma-
Aldrich) e 30 ng/mL de M-CSF (Peprotech). As células foram tratadas com os estratos
dos cimentos nas dilui¢des de 1:20, 1:100, 1:500 e 1:2500 pelos periodos de 12, 24
e 48 horas e a viabilidade celular determinada pelo método MTT Formazan. Tal
método avalia atividade metabdlica das mitocondrias, sendo considerado um
indicador indireto da viabilidade celular. Consiste na remocao do meio e substituicao
pela solugdo de 5 mg/ml de MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide] (Sigma-Aldrich) seguido de incubacgao por 4 horas. (Reis et al., 2018) Apos
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este periodo, o sobrenadante foi removido e adicionado Dimetil sulfoxido (DMSO)
(Sigma-Aldrich) em cada pogo para dissolugao dos cristais de formazan formados. A
viabilidade celular foi obtida em uma leitora de microplacas na densidade 6ptica de
570 nm.

2.4. Andlise da marcagao para TRAP nas amostras

Para a marcacao de TRAP, as células foram tratadas com os estratos dos
cimentos nas dilui¢gdes de 1:20, 1:100, 1:500 e 1:2500. No dia 5 do tratamento, o0 meio
de cultura (estratos + M-CSF + RANKL) foi removido e as células foram fixadas com
4% de paraformaldeido e marcadas para fosfatase acida resistente ao tartarato
(TRAP) seguindo as recomendacdes do fabricante (Sigma-Aldrich). Resumidamente,
as células foram incubadas durante 1 hora numa solu¢do contendo 45 ml de agua
destilada, 1 ml de solugao diazotizada granada GBC, 0,5 ml naftol AS-BI, 2 ml da
solugao de acetato e 1 ml da solucao de tartarato. E a partir disso, as amostras foram
contra coradas com hematoxilina, montadas e analisadas ao microscopio de luz.
Foram consideradas células TRAP positivas aquelas com 3 ou mais nucleos com
granulos citoplasmaticos marcados por depdsitos de cor purpura a vermelho escuro,
sendo a contagem de células positivas determinada por toda a extensao do pogo. O
numero de amostras contendo células positivas para TRAP em cada espécime foi
contado e expresso com média. As imagens foram obtidas com magnificagéo de 10
x usando um microscopio invertido Leica DM IRB acoplado com uma camera DFC490
(Leica, Wetzlar, Germany). Esta analise possibilita verificar a presenca de clastos e

se eles se encontram ativos (Reis et al., 2018).

2.5. Analise da marcagao dos anéis de actina

Para a analise dos anéis de actina, as células foram tratadas com os estratos dos
cimentos na diluicdo de 1:20. No dia 5 do tratamento, o meio de cultura (estratos +
M-CSF + RANKL) foi removido e as células foram fixadas com 4% de
paraformaldeido. Apds a fixacdo das as células foram permeabilizadas com Triton X-
100 (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) em soro fetal bovino e incubadas com
Faloidina tetrametilrodamina B isotiocianato (TRITIC) (Sigma) na concentragédo de
1:200 por 50 minutos. A partir disso foi utilizado solugéo tampao tris salino (TBS) para
limpeza, e as células foram incubadas com TO-PRO - 3 iodide (Invitrogen) na diluicdo

de 1:1000 para marcagao do nucleo durante 30 minutos. As laminas foram montadas
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com solugao de montagem antifading Prolong (Invitrogen) e levadas no microscopio
invertido confocal (LSM 510 Meta) para captura de imagens (40x de magnificagao)

sob analise qualitativa (Reis ef al., 2018).

2.6. Analise estatistica

Os dados foram analisados por distribuicdo normal e homocedasticidade usando os
testes de Shapiro-Wilk e Levene, seguidos por testes estatisticos paramétricos. Para
a viabilidade celular, foi usado One Way ANOVA seguido de teste de Tukey para
verificar se houve diferenga estatisticamente significante quando os cimentos foram
comparados entre si, dentro de uma mesma diluigdo e tempo. Two Way ANOVA foi
usado quando os cimentos foram comparados em relagéo ao controle (seguido pelo
teste de Dunnett) e posteriormente, entre suas diferentes diluicdes (seguido pelo teste
de Tukey).

Para a analise de TRAP, foi preconizado One Way ANOVA seguido de teste de Tukey
quando os cimentos foram comparados entre as suas diluicbes. Também foi utilizado
Two Way ANOVA seguido de teste de Tukey afim de verificar diferenca
estatisticamente significante quando os cimentos foram comparados entre si, dentro
de uma mesma diluicdo e tempo. Além disso, 2-Way também foi utilizado quando cada
cimento foi comparado em relagdo ao grupo controle, seguido do teste de Dunnett.
Todos os testes tiveram nivel de significancia de a = 0,05 e todas as analises foram
feitas usando o software SigmaPlot, versdo 13.1 (Systat Software Inc., San Jose, CA,
EUA).

3. RESULTADOS

Em relacéo a viabilidade celular, quando comparados os cimentos bioceramicos nos
tempos de 12 e 24 horas (Tabelas 1 e 2), independente das diluigbes realizadas,
nenhum deles apresentou diferenga estatisticamente significante entre si (P>0,05).
No entanto, no tempo de 48 horas (Tabela 3), o grupo END apresentou maiores
valores de viabilidade celular quando comparado aos outros cimentos na diluicao de
1:20 (P<0,001) e 1:500 (P=0,001). Porém, na diluicdo de 1:100 e 1:2500, END

apresentou resultados semelhantes ao BioRoot (P=0,053 e P=0,068,
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respectivamente). Além disso, END n&o apresentou diferenga estatisticamente
significante comparado com o grupo SMK na diluigao de 1:2500 (P=0,327).

Quando comparados ao grupo controle, END mostrou-se semelhante na diluicdo de
1:20, em 12 e 48 horas (P=0,352 e P=0,120, respectivamente). Nestes mesmos
tempos, as diluigdes de 1:100, 1:500 e 1:2500, apresentaram diferenca redugao
estaticamente significante na viabilidade em relagao ao controle (P<0,05). No tempo
de 24 horas, todas diluigdes apresentaram viabilidade significativamente menor que
o controle (P<0,05). Quando as diluigées foram comparadas entre si para END, n&o
houve diferenga nos tempos de 12 e 24 horas (P>0,05), mas em 48 horas houve
diferenga entre as diluicdes de 1:20 e 1:2500 (P=0,035). De modo geral, no tempo de
12 e 24 horas, as diluicbes foram similares, e em 48 horas a viabilidade celular
diminuiu de forma gradativa juntamente com as dilui¢cdes.

O grupo BIR nas diferentes diluigdes e tempos apresentou diferencga
estatisticamente significativamente comparada ao controle (P=0,006), assim como
BIC (P=0,049) e SMK (P=0,016). Porém, SMK nao apresentou diferenca estatistica
em relagdo ao controle (P=0,112) na concentragcéo de 1:20 em 24 horas. Quando as
diluicbes foram comparadas entre si dentro do mesmo tempo, ndo foi detectada
diferenca estatistica para BIR (P>0,501), BIC (P=0,560) e também SMK (P=0,661).
No entanto, percebeu-se que os valores de viabilidade celular destes cimentos no

tempo de 48 horas reduziram de forma expressiva.
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Tabela 1. Médias e desvio padrdo (%) referentes a viabilidade celular para as

diferentes diluicbes dos cimentos bioceramicos em analise de 12 horas, e comparagao

com o grupo controle’

Cimentos Controle 12 horas
bioceramicos a-MEM 1:20 1:100 1:500 1:2500

END 100,00 (0,00) 92,31 (10,76) 83,52 (8,58) 80,14 (8,47) 79,66 (10,06)
Aa Aaa Aba Aba Aba

BIR 100,00 (0,00) 84,45 (10,76) 76,78 (8,61) 76,29 (5,56) 74,55 (10,22)
Aa Aba Aba Aba Aba

BIC 100,00 (0,00) 81,33 (8,96) 74,29 (4,20) 72,62 (5,31) 81,04 (8,58)
Aa Aba Aba Aba Aba

SMK 100,00 (0,00) 84,82 (12,33) 75,96 (12,44) 79,60 (10,84) 74,29 (6,92)
Aa Aba Aba Aba Aba

Fonte: O autor.

Tabela 2. Médias e desvio (%) padréo referentes a viabilidade celular para as

diferentes diluicbes dos cimentos bioceramicos em analise de 24 horas, e comparagao

com o grupo controle’

Cimentos Controle 24 horas
bioceramicos a-MEM 1:20 1:100 1:500 1:2500

END 100,00 (0,00) 85,50 (13,61) 82,63 (11,16) 84,19 (12,98) 87,27 (9,44)
Aa Aba Aba Aba Aba

BIR 100,00 (0,00) 83,64 (6,86) 85,00 (7,95) 84,34 (8,07) 84,47 (6,55)
Aa Aba Aba Aba Aba

BIC 100,00 (0,00) 74,72 (10,47) 76,92 (13,86) 73,10 (12,46) 75,30 (13,05)
Aa Aba Aba Aba Aba

SMK 100,00 (0,00) 88,46 (12,70) 83,42 (3,82) 82,20 (6,99) 79,37 (10,64)
Aa Aaa Aba Aba Aba

Fonte: O autor

'Letras mailsculas diferentes (A/B/C) representam diferenga estatistica entre colunas (cimentos variados na
mesma dilui¢gdo), sendo que letras minusculas diferentes (a/b/c) representam diferenca entre linhas quando se
comparou as diluigdbes com o controle; Ja os simbolos diferentes (a/B/y) representam diferenca estatistica entre
as diluicées para o mesmo cimento.
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Tabela 3. Médias e desvio (%) padréo referentes a viabilidade celular para as
diferentes diluicbes dos cimentos bioceramicos em analise de 48 horas, e comparagao

com o grupo controle?

Cimentos Controle 48 horas
bioceramicos a-MEM 1:20 1:100 1:500 1:2500
END 100,00 (0,00) 89,46 (3,02) 85,74 (9,78) 78,01 (8,00) 73,90 (4,77)
Aa Aaa Abaf Abaf Abf
BIR 100,00 (0,00) 64,62 (7,95) 69,38 (15,92) 58,96 (5,93) 59,64 (9,81)
Aa Bba ABba Bba ACba
BIC 100,00 (0,00) 65,32 (14,74) 60,95 (5,84) 60,27 (7,66) 55,34 (3,30)
Aa Bba Bba Bba BCba
SMK 100,00 (0,00) 60,66 (12,51) 57,04 (5,89) 61,65 (9,21) 64,49 (14,79)
Aa Bba Bba Bba ACba

Fonte: O autor

As células positivas para TRAP foram observadas no quinto dia de cultura
apo6s estimulacdo com RANKL conforme Figura 1. Tratando-se da contagem de
clastos (Tabela 4), células positivas para TRAP, todos os cimentos bioceramicos
quando comparados entre si nas diferentes concentragcbes apresentaram diferenca
estatistica significante (P<0,001). No geral, o grupo SMK apresentou maior nimero
de células clasticas e BIC os menores valores. Quando comparados o controle
negativo (a-MEM) e positivo (RANKL) em relacdo as diluicdes de cada cimento, foram
detectadas diferencas estatisticamente significantes (P<0,001) para todos os
cimentos em todas as concentragdes em relagdo aos controles. As células que nao
receberam tratamento, mas foram expostas ao RANKL (controle positivo)
apresentaram os valores significativamente mais altos de atividade de TRAP em
comparagao com todos os outros grupos, diferentemente do controle positivo que néo

apresentou atividade osteoclastica (Figura 2).

2| etras maiusculas diferentes (A/B/C) representam diferenca estatistica entre colunas (cimentos variados na
mesma diluigdo), sendo que letras minusculas diferentes (a/b/c) representam diferenca entre linhas quando se
comparou as diluigbes com o controle; Ja os simbolos diferentes (a/p/y) representam diferenga estatistica entre
as diluicées para o mesmo cimento.
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Figura 1 - Diferenciagao de osteoclastos para os diferentes cimentos

endodénticos em diferentes diluigdes do estrato

i o

1:2500

Fonte: O autor.

Figura 2 - Controle negativo (a-MEM) e positivo (RANK-L) da diferenciagao
osteoclastica

CONTROL

negative positive

Fonte: O autor.
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Quanto as diferengas entre as diluicdes dentro de um mesmo cimento, houve
diferenga estatistica entre todas as dilui¢des para todos os cimentos (P<0,001), com
excecgao entre 1:20 e 1:100 para MK Life (P=0,058). Nessas concentragdes, houve
uma menor quantidade de osteoclastos enquanto que em 1:2500 houve maior
presenca de células clasticas e diferenca estatistica em relagdo as outras diluicoes
(P<0,05). Em END, as diluicbes diferiram-se estatisticamente entre si (P<0,001),
sendo semelhantes apenas entre 1:500 e 1:2500 (P=0,311) com numeros mais
expressivos de osteoclastos quando comparados a outras diluicées. Para BIC e BIR,
a diluigdo que apresentou diferenga estatistica com as demais (P<0,001) e menor
numero de células clasticas foi também 1:20, sendo que as diluicbes maiores (1:100,
1:500 e 1:2500) apresentaram maior presenga de osteoclastos e nao diferiram

estatisticamente entre si (P>0,05).

Tabela 4. Médias e desvio padrao referentes ao TRAP para as diferentes diluicbes

dos cimentos bioceramicos, e comparagdo com 0s grupos controle (negativo e

positivo)?
Controle Numero de osteoclastos
Cimentos i _
) L Negativo Positivo
bioceramicos 1:20 1:100 1:500 1:2500
(a-MEM) (RANKL)
0,00
131,33 (10,39) 34,33 (3,72) 22,33 (3,50) 84,83 (7,94) 101,83 (10,61)
SMK (0,00)
Aa Aby Dby Abp Aba
Ec
0,00
BIR (0.00) 131,33 (10,39) 27,67 (5,61) 86,83 (8,08) 83,50 (8,41) 79,50 (7,77)
’ Aa Bbp Aba Aba Bba
Ec
0,00
131,33 (10,39) 19,17 (4,67) 46,83 (11,05) 81,33 (6,19) 92,17 (16,17)
END (0,00)
Aa Aby Bbp Aba ABba
Ec
0,00
BIC 0,00) 131,33 (10,39) 10,67 (4,37) 31,00 (4,65) 32,00 (3,16) 34,33 (3,72)
I’E Aa ACbB Cba Bba Cba
c

3Letras maiusculas diferentes (A/B/C) representam diferenga estatistica entre colunas (cimentos variados na
mesma diluigdo), sendo que letras minusculas diferentes (a/b/c) representam diferenga entre linhas quando se
comparou as diluigdbes com o controle; Ja os simbolos diferentes (a/B/y) representam diferenga estatistica entre
as diluicées para o mesmo cimento.
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A formacgao de osteoclastos viaveis foi confirmada de forma qualitativa por meio da
formagao de uma banda de actina e no seu interior multiplos nucleos conforme as
setas apresentadas na Figura 3. E possivel verificar no controle positivo (RANK-L)
células osteoclasticas mais diferenciadas quando comparado as células que entraram
em contato com o estrato de cimento bioceramico previamente, e em contrapartida,
o grupo controle negativo (M-CSF) mostrou um padrao celular mononucleado e com
células sem presenca de diferenciacdo. Esse aspecto se mostrou semelhante em

todos os cimentos testados.

Figura 3 - Imagens de anéis de actina obtidos em imunofluorescéncia apds 5 dias
de tratamento das células

.

Fonte: O autor.

4. DISCUSSAO

Este estudo abordou o comportamento das células osteoclasticas na presenca
de estratos de cimentos endodénticos bioceramicos em diferentes diluicdes (1:20,
1:100, 1:500, 1:2500). Este tipo de anélise segue as recomendagdes internacionais
para analise da citotoxicidade de cimentos endoddnticos, de acordo com ISO 10993-

5 (Organization, 2009). Além disso, é importante considerar que a diluigdo do cimento
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€ extremamente importante na avaliagao in vitro, pois, quando nao diluido, o material
pode induzir a morte celular (Mestieri et al., 2015). Para os ensaios de viabilidade
foram utilizadas células precursoras nao diferenciadas provenientes da medula éssea
de camundongos. Estudos prévios também utilizaram células n&o induzidas para
analise da viabilidade de biomateriais (Rodrigues et al., 2013; Mestieri et al., 2015).
No entanto, € preciso realgar que nao existe consenso quanto a escolha de culturas
primarias ou linhagens celulares imortalizadas como modelo (Honegger, 2001,
Martinho et al., 2018) mais adequado para estudo de biomateriais. O uso de células
imortalizadas para estudos de osteoclastogénese em virtude do seu perfil de
diferenciagao previsivel, com mudancgas fenotipicas esperadas (Giacomino et al.,
2019) tem sido empregado. Porém, o uso de BMMs estimuladas por M-CSF, também
representa um modelo apropriado por proporcionar a obtengdo de um grande numero
de precursores osteoclasticos, que mediante estimulo com RANKL expressam
receptores TRAP e calcitonina (Quinn et al., 2002; Kartsogiannis e Ng, 2004; Ng et
al., 2018).

A viabilidade foi apresentada em trés tempos, pois, apesar das limitacdes de
um estudo in vitro, o desempenho clinico de um cimento endodéntico se da pela
diminui¢do dos agentes citotdxicos apos a presa, tornando o material inerte para os
tecidos periapicais. Tal mecanismo de redugdo da citotoxicidade dos cimentos se
deve também pelo fato do organismo possuir células de defesa agindo no periapice,
como leucécitos e células polimorfonucleares, células plasmaticas e macréfagos que
agem na eliminacado de agentes agressores (Camps e About, 2003). No entanto, a
analise de viabilidade em modelos celulares se da de forma limitada, pois, as culturas
celulares ndo sao homeostaticas e, portanto, ndo apresentam eliminagdo de
substancias tdéxicas (Guven et al., 2013). Essa constatagdo pode estar diretamente
relacionada aos resultados obtidos no presente trabalho, em que a viabilidade celular
em geral reduziu de forma gradual, ja que neste modelo ndo existe o0 mesmo
mecanismo de remog¢ao dos componentes citotoxicos apresentados in vivo.

Em relacdo ao ensaio de viabilidade esperava-se que os diferentes tipos de
cimentos bioceramicos ndo apresentassem diferencas entre si em relacido a
viabilidade celular, pois segundo a bula dos fabricantes os componentes presentes
sao similares. De fato, ndo houve diferenga na viabilidade celular nos tempos iniciais
de contato com os cimentos (12 e 24 horas), porém, o comportamento dos cimentos

no tempo de 48 horas foi variavel, tanto em relagéo a diluicdo como comparando os
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cimentos entre si. Tal fato provavelmente indica diferentes porcentagens dos
componentes dos cimentos no meio de cultura ao longo do tempo, influenciando na
viabilidade com uma tendéncia para um melhor comportamento das células
cultivadas em contato com os extratos de END e BIR. Estes dois cimentos
apresentam sua composi¢cao e desempenho biologico amplamente amparados na
literatura atual (Siboni et al., 2017; Chybowski et al., 2018; Vouzara et al., 2018;
Giacomino et al., 2019). Para analise deste parametro foi utilizado o método MTT
Formazan, o qual € um dos mais empregados para determinagéo de citotoxicidade.
Este baseia-se na mensuracdo do metabolismo celular mediante uma reagao
catalisada pela enzima succinato desidrogenase (Jung et al., 2015), consistindo na
conversao do sal de tetrazélio amarelo em cristais azul-escuro de formazan através
da atividade mitocondrial das células (Silva et al., 2015). Comparado a outros ensaios
de viabilidade, ele é apresentado de forma simples, rapida, precisa, sensitiva e
factivel (Sepet et al., 2009).

No cotidiano clinico, é possivel que os cimentos sejam extruidos além do apice
radicular e consequentemente entrarem em contato com os tecidos periapicais
influenciando no padrdo de osteoclastogénese. Este extravasamento pode ocorrer
também de forma intencional, devido a bioatividade dos cimentos bioceramicos,
objetivando favorecer o reparo da regiao periapical (Parirokh e Torabinejad, 2010a;
b). Portanto, um cimento que seja capaz de reduzir o processo de osteoclastogénese
€ potencialmente interessante pois poderia atuar inibindo um processo de reabsorcao
periapical ja instalado, resultando numa mudanca do balango neoformacéo-
reabsorcdo. Para a simulagao do efeito dos cimentos na osteoclastogénese as BMMs
foram induzidas com RANKL, conforme preconizado em outros estudos (Reis et al.,
2018; Soares et al., 2019). Durante o processo de diferenciagdo dessas células, é
possivel determinar a expressao de atividade de fosfatase acida resistente a tartarato
(TRAP), devido a sua alta expressao pelos osteoclastos (Datta et al., 2008; Vaananen
e Laitala-Leinonen, 2008).

A contagem de células TRAP-positivas em BMMs ndo diferenciadas (controle
negativo), diferenciadas sem tratamento (controle positivo) e diferenciadas e tratadas
com os extratos dos cimentos, permite comparar o potencial inibidor entre os grupos
e em relagdo aos controles. Devido ao fato de pertencerem a mesma classe de
cimentos classificados como bioceramicos, a hipétese nula testada é de que néo

haveria diferenca entre eles. Porém a mesma foi negada, pois os grupos testados
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apresentaram diferencas estatisticas significantes durante o processo de
osteoclastogénese nos ensaios in vitro. De forma geral, todos os grupos testados
apresentaram diferengas significantes quando comparados ao grupo controle
positivo, sendo o grupo BIC o que apresentou menores numeros de células clasticas
e SMK o maior numero. Tal fato pde em cheque a composicéo de SMK e reforga BIC
como um cimento bastante interessante, pois foi langado comercialmente ha menos
de dois anos e possui baixo custo quando comparado aos cimentos internacionais
mais estudados no campo dos bioceramicos como END e BIR, com resultados in vitro
bastante favoraveis (Lopez-Garcia et al., 2019; Torres et al., 2019; Zordan-Bronzel et
al., 2019). No entanto sdo necessarios mais estudos avaliando END quanto a
diversos parametros como composicao inicial e pos presa, solubilidade, e reatividade
pois a despeito dos excelentes resultados apresentados no parametro inibicado da
osteoclastogénese, o0s cimentos internacionais apresentarem um melhor
desempenho quanto a viabilidade celular, possibilitando assim inferir que a
osteoclastogénese ndo estd diretamente ligada & essa viabilidade celular. E
importante também enfatizar pelos resultados obtidos que todos os cimentos inibiram
a osteoclastogénese, sendo as diluicbes de 1:20 as mais favoraveis, o que poderia
ser explicado por conta do maior potencial de acdo do cimento frente a menores
diluicdes como anteriormente citado (Martins et al., 2015).

A determinagao da imunofluorescéncia visa avaliar as células osteoclasticas
funcionais pela localizacdo dos anéis de actina. Esses sao responsaveis pela
verificagdo da ativacao dos osteoclastos por meio da atividade da protease catepsina
K — sendo essa essencial ao inicio da formagdo do anel de actina, e
consequentemente verificagao da disponibilidade de células osteoclasticas no meio
de cultura (Reis et al., 2018). Mesmo diante das limitagdes encontradas no presente
estudo, é possivel avaliar a presenca de anéis de actina de forma qualitativa na
concentracao de 1:20 de cimentos bioceramicos, o que confirma sua diferenciacao a
partir de células BMMs. Analises com outros marcadores relacionados a
diferenciagao e atividade clastica podem ajudar a enriquecer os dados desta pesquisa

€ sao sugeridos para os proximos estudos.
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5. CONCLUSAO

Apesar das limitagcbes encontradas, é possivel concluir todos os grupos
apresentaram redugao da viabilidade celular pelo ensaio MTT Formazan comparado
com o grupo controle (a-MEM) no periodo de 48 horas. O cimento bioceramico END
representa o material com menor citotoxicidade celular. Todos os cimentos testados
inibiram a osteoclastogénese, sendo os grupos BIC o com menor quantidade de

células clasticas e SMK com maior contagem.
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