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Cytotoxic effect of glass ionomer cements in cell culture

RESUMO

Objetivo: Avaliar a toxicidade de cimentos de iondmero de vidro (CIV) quimicamente ativa-
dos em culturas de células, apos aglutinagdo do material e reacdo de presa. Materiais e Métodos:
Dividiu-se os materiais em 9 grupos experimentais: |: controle, Il (AP) Riva Self Cure (SDI), Il (PP)
Riva Self Cure (SDI), IV (AP) Maxxion R (FGM), VV (PP) Maxxion (FGM), VI (AP) Vitro Molar (DFL),
VII (PP) Vitro Molar (DFL), VIII (AP) KetacMolar Easymix, IX (PP) Ketac Molar Easymix (3M/ESPE).
Manipularam-se os CIV conforme instrucdes do fabricante sendo depositados em laminulas em
contato com a cultura de células logo apds a aglutinacdo do material e ap6s a reagdo de presa.
A acao dos materiais sobre os fibroblastos cultivados foi analisada sobre o crescimento celular
no curto, longo prazo e no ensaio de viabilidade e proliferacdo celular. Resultados: Grupos que
receberam materiais apos a presa apresentaram numero de células viaveis e porcentagens me-
nores que o grupo controle, porém permitiram crescimento celular durante todo experimento.
Quando colocados em contato com as células logo apds a aglutinacao, induziram morte celular
imediata. O material que demonstrou menor atividade citotoxica em fibroblastos foi o Ketac-
Molar Easymix (3M/ESPE). Conclusdo: Todos os CIV testados apresentaram-se toxicos antes da
reacdo de presa, entretanto apds a reacao de presa, permitiram crescimento celular.

Descritores: testes de toxicidade; cimentos de iondmeros de vidro; técnicas de cultura de células

ABSTRACT

Aim: The aim of the present study was to assess the toxicity of different chemically activated
GICs in fibroblast cell cultures post-agglutination (PA) and post-setting reaction (PS). Material
and Methods: The materials were divided into nine experimental groups: Group | - control;
Group Il (PA) - Riva Self Cure (SDI); Group lI (PS) - Riva Self Cure (SDI); Group IV (PA) - Maxxion
R (FGMY); Group V (PS) - Maxxion (FGM); Group VI (PA) - Vitro Molar (DFL); Group VII (PS) - Vitro
Molar (DFL); VIII (PA) - Ketac Molar Easymix; and Group IX (PS) - Ketac Molar Easymix (3M/
ESPE). The cements were mixed following the manufacturers' instructions, deposited on glass
slip covers and placed into contact with the cell cultures immediately following the agglutina-
tion of the material or after the setting reaction. The effect of the materials on the cultivated
fibroblasts was analyzed in terms of short-term and long-term cell growth as well as in viability
and cell proliferation assays. Results: When placed in contact with the cells immediately follo-
wing agglutination, the materials caused immediate cell death. The groups having received the
materials following the setting reaction had a lower number and percentage of viable cells in
comparison to the control, but the materials allowed cell growth throughout the experiment.
KetacMolar Easymix (3M/ESPE) was the glass ionomer cement with the least amount of cytoto-
xic activity on fibroblasts. Conclusion: All glass ionomer cements tested were toxic prior to the
setting reaction.However after setting reaction, allowed cell growth.

Descriptors: glass ionomer cements; cytotoxicity tests, immunologic; cell culture techniques
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RELEVANCIA CLINICA

Conhecer a toxicidade dos materiais € de grande importancia
na clinica odontoldgica rotineira. Antes de iniciar qualquer pro-
cedimento restaurador, ¢ importante que o profissional selecione
0s materiais que irdo apresentar comportamento mais adequado
diante do caso clinico em questao. Atengdo deve ser dada ndo
apenas as caracteristicas do material quanto ao tempo de tra-
balho e manuseio, mas também aos possiveis efeitos citotdxicos
que eles podem causar a mucosa oral e dentes.

INTRODUCAO

0 cimento de ionémero de vidro (CIV) ¢ um material oxirre-
sinoso que apresenta como caracteristica principal uma reagdo
acido-base na presenca de um acido polialcenoico ionizavel, con-
ferindo sua reacao de presa.’

0 GIC foi desenvolvido na década de 70 por Wilson e Kent® e
tém sido largamente recomendado para o Tratamento Restaurador
Atraumatico (ART), selamento e remocio quimica e mecénica da
lesdo de carie devido as suas propriedades fisicas, como adesividade
a estrutura dental, biocompatibilidade e liberacdo de ions fluor.* Por
ser utilizado em grande escala, principalmente no @mbito de saude
publica e promocéo de saude, o CIV vem sendo constantemente es-
tudado e sofrendo modificacdes em sua formulacao inicial visando
uma melhora em suas propriedades fisicas, quimicas e mecanicas.*

0 CIV apresenta diferentes propriedades, facilitando assim o
procedimento clinico em uma fase de devolucao de saude, principal-
mente em lesdes profundas de carie e em pacientes com alta ativi-
dade da doencab. De acordo com a sua composicao quimica, podem
ser classificados como convencionais, reforcados por metais, alta
viscosidade e modificados por resina. Segundo Costa et al. (2003),
os CIV modificados por resina e de alta viscosidade apresentam po-
tencial citotdxico em cultura de células de linhagem de odontoblas-
tos (MDPC-23), resultando em efeito agressivo. Esta citotoxicidade é
maior nos cimentos de iondmero de vidro modificados por resina do
que nos convencionais de alta viscosidade e isso € atribuido a pre-
senca de mondmeros hidrofilicos como o 2-hidroxietil-metacrilato
(HEMA) na composicio destes materiais.®” A alta concentracdo de
Zn 2+ também tem sido relacionada ao efeito citotoxico.®

Este estudo tem por objetivo avaliar a toxicidade de diferentes
cimentos de iondmero de vidro quimicamente ativados em cultu-
ras de células apds a aglutinacdo do material (AP) e apos reagdo
de presa inicial (PP).

MATERIAIS E METODOS

Os cimentos foram divididos em 9 grupos experimentais:
Grupo |: controle, Grupo Il (AP) Riva Self Cure (SDI), Grupo IlI
(PP) Riva Self Cure (SDI), Grupo IV (AP) Maxxion R (FGM), Grupo
V (PP) Maxxion (FGM), Grupo VI (AP) Vitro Molar (DFL), Grupo
VII (PP) Vitro Molar (DFL), Grupo VIII (AP) Ketac Molar Easymix,
Grupo IX (PP) Ketac Molar Easymix (3M/ESPE).

Os CIV foram manipulados de acordo com as instrucdes do
fabricante e o cimento foi depositado em laminulas em contato
com a cultura de células logo apds a aglutinacédo e apds o tempo
de presa. O grupo controle néo recebeu nenhum tipo de material.

A acdo dos materiais sobre os fibroblastos cultivados foi
analisada sobre o crescimento celular em curto e longo prazo, e
no ensaio de viabilidade e proliferacéo celular.

Resposta celular imediata ou teste de curto prazo

As células foram plagqueadas numa densidade de 1x104 célu-
las em placas de Petri de 60 mm de didmetro, e depois de obtida
a confluéncia (72 horas), depositadas em laminulas de vidro de
15 mm contendo 0,069 dos diferentes cimentos de iondmero de
vidro testados antes e apds a reacdo de presa, sendo que as cul-
turas controle receberam laminulas de vidro sem material. Apos
0, 4, 8 e 12 horas de contato com as substancias, as células de 3
placas de Petri para cada periodo experimental foram tripsiniza-
das e contadas em camaras de Neubauer, utilizando-se o método
de exclusao de células coradas pelo azul de Trypan.

Crescimento celular ou teste de longo prazo

Nestes experimentos, os fibroblastos NIH-3T3, foram plaque-
ados em numero de 1x104 células por placa de Petri de 60 mm
de diametro, e 4 horas apos o plagueamento, tempo suficiente
para a maioria das células aderirem a placa de Petri, laminulas
de vidro de 15 mm de diametro, contendo 0,06 g dos diferen-
tes cimentos de iondmero de vidro, foram colocadas sobre os
fibroblastos embrionarios e as culturas controle receberam so-
mente as laminulas de vidro. A cada 2 dias os meios de cultivo
das placas de Petri 509% foram removidos. Apds 1, 3, 5 e 7 dias
do contato com as substéncias, culturas em triplicatas, tiveram
suas células tripsinizadas e contadas em camaras de Neubauer,
utilizando-se o método de exclusao de células coradas pelo azul
de Trypan (Freshney, 1990).

Ensaio de viabilidade e proliferacio celular (métodos MTT e
cristal violeta)

Para determinar a viabilidade utilizou-se uma técnica indi-
reta (MTT). Apos aglutinacdo do material e apos reacéo de presa
colocou-se os cimentos de iondmero de vidro em um tubo de
ensaio onde foi aplicado 1,1 mL de meio de cultura sem soro
fetal bovino (DMM-SFB). Apds 24h de manutencao dos materiais
imersos em DMEM-SFB, esta solucéo contendo os materiais libe-
rados foram colocados diretamente sobre as células NIH-3T3. Os
fibroblastos (1X104/pogo) foram incubados em placas de cultura
de fundo chato de 96 pocos (TPP, Suiga) mantidos em DMEM (5%
de soro fetal bovino). A proliferacéo e viabilidade celular foram
avaliadas apos 24 de incubacgdo. Assim, apds 24h de cultivo foi
realizada lavagem com 200 ml de PBS 1X. Em seguida, foram
adicionados 50 ml de MTT (0,5 mg/ml em tampéo) (3-[4,5-Di-
methylthiazol-2yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl
blue - SIGMA) e realizada uma incubacéo de 3h a 37°C em es-
tufa de CO,. Terminado o tempo de incubagéo, a solugéo foi re-
movida, e adicionados 100 ml de isopropanol para ressuspender
e solubilizar o precipitado. Para avaliacéo da viabilidade celular
empregou-se a espectrofotometria no leitor Universal de ELISA
(ELX 800- Universal Microplate Reader- BIO-TEK Instruments,
ICC,USA), em um comprimento de onda de 570 nm.

Os dados numéricos foram analisados pelo teste estatistico de
Kruskal-Wallis, considerando um nivel de significancia de 5%.Para
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a analise dos resultados desses dados foram utilizados média, des-
vio padréo e analise de variancia (ANOVA) com auxilio do software
“GraphPad InStat-3" A significancia estatistica foi verificada pelo
teste Dunnett e considerada aceitavel quando p£0.05.

RESULTADOS

Crescimento e viabilidade celular

Os resultados obtidos no curto e longo prazo dos cimentos de
iondmero de vidro testados nos diferentes momentos (AP e PP) de-
monstraram que no periodo antes da presa (AP) todos os cimentos
de ionébmero de vidro promoveram morte celular imediata. Nos ex-
perimentos de curto prazo, observou-se que ao contato imediato
dos materiais no periodo apos a reagdo de presa inicial (PP) houve
uma diminuicdo do numero de células vidveis (Figura 1) e a partir do
periodo de 4h, observou-se que ndo houve reducédo na viabilidade
celular, apenas com o grupo IV, conforme evidenciado na Figura 2.

Metabolismo celular (Teste MTT)

Os valores numéricos obtidos por meio da analise realizada no
leitor de ELISA para trés aliquotas de cada amostra demostraram
uma média da atividade mitocondrial (metabolismo celular) para
a mesma. A média das 5 amostras determinou o metabolismo ce-
lular frente a exposi¢do ao extrato de cada um dos cimentos de
iondmero de vidro estudados.

Os resultados mostraram que os grupos que receberam mate-
riais apos a presa apresentaram numero de células viaveis e por-
centagens menores que 0 grupo controle, porém permitiram cres-
cimento celular durante todo experimento. Quando colocados em
contato com as células logo apos a aglutinacéo, induziram morte
celular imediata. O material que demonstrou menor atividade ci-
totdxica em fibroblastos foi o KetacMolar Easymix (3M).

DISCUSSAO

Estudos investigam as reacdes do CIV sobre os tecidos dentarios.
Sua biocompatibilidade tem sido confirmada em tecidos pulpares.®'
Testes em cultura de células sdo empregados para observar a agres-
sdo que os materiais odontoldgicos podem proporcionar." Assim,
como o presente estudo, outros pesquisadores avaliaram os efei-
tos toxicos desse produto'', ressaltando os nossos achados. Gru-
pos que receberam materiais apos o tempo de presa apresentaram
numero de células vidveis em porcentagens menores que 0 grupo
controle, porém permitiram crescimento celular durante todo expe-
rimento. Apos a reacdo de presa dos materiais houve a reducao da
citotoxicidade em cultura de fibroblastos e o material que demons-
trou menor atividade citotoxica em fibroblastos foi o Ketac Molar
Easymix (3M/ESPE).

Componentes de resina proporcionam ao CIV caracteristicas
relativas @ menor sensibilidade & umidade, maior resisténcia me-
canica e melhores condicdes de manuseio e trabalho. A adicdo do
HEMA tem sido considerada como responsavel pela citotoxidade
do material®’, em virtude do peso molecular baixo do monémero
podendo se espalhar rapidamente pelos fluidos orais." A reacdo
de toxicidade ocorre com a difusdo de componentes presentes
nos materiais odontologicos pelos tubulos dentinarios', levando
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a processo inflamatorio cronico mediado por macréfagos e célu-
las gigantes, com a ocorréncia de degradacao do tecido pulpar,
associada a reabsor¢des dentdrias internas.'s"”

A presa dos cimentos de ionémeros de vidro modificados por
resina se da por meio de reacdo acido-base, caracteristica dos ci-
mentos convencionais e pela polimerizagdo do monémero resi-
noso que se inicia por ativacdo pela luz. Durante fase de insercao
e apds o tempo de presa do material por apresentar uma reagdo
acido-base logo no momento em que as matrizes estdo se for-
mando, poderia apresentar um comportamento toxico em lesdes
profundas de carie. Sequndo alguns pesquisadores no intervalo
entre essa duas fases ocorre aumento da temperatura, alteragdo
do pH e liberacdo de ions e monémeros residuais.'®

Stanislawski et al. (1999) compararam sete biomateriais (5
CIV modificados por resina, 1 CIV reforcado por metais and 1
zinc-oxyphosphatecement) utilizando o MTI. O CIV reforca-
do por metais e o Vitremer (3M/ESPE) foram o materiais que
apresentaram maior toxicidade, que foi atribuida a presenga de
mondmeros ndo polimerizados, tais como HEMA e TEGDMA, e
acidos poliacrilicos. No CIV reforcado por metais os principais
elementos responsaveis pela toxicidade foram Cu2 + e Ag + pre-
sentes em concentracdes toxicas. Analisaram-se a citotoxicidade
de outros ions, tais como F-, AI3 +, Zn2 + e Sr2+. O zinco foi 0
Unico componente que foi encontrado ser de uma concentragdo
suficientemente elevada para induzir citotoxicidade. Estes ele-
mentos estavam presentes CIV reforcado por metais e pode ter
contribuido para os resultados encontrados.?

Os efeitos citotoxicos sobre uma linha de células odontoblasti-
ca foi estudado por de Souza Costa et al (2003). Os pesquisadores
analisaram o comportamento de cinco CIVs, convencionais € mo-
dificados por resina. Os CIVs convencionais foram menos citotoxi-
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APLICACAO CLINICA

Conhecer a toxicidade dos materiais € de grande importancia na
clinica odontoldgica rotineira.

0 Cirurgido-Dentista deve ter embasamento cientifico para a
escolha do material a ser utilizado.
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