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Resumo: A biocompatibilidade dos materiais dentériostem sido avaliadapor meio de estudosin
vitro einvivo eestudos clinicosem humanos. Ostestes de citotoxicidade dos materiai s dentarios sdo
considerados relativamente simpl es, reproduziveis, efetivos e controlados. Diferentes parametros
gue avaliam a citotoxicidade dos materiai s odontol 6gicos podem ser utilizados paramonitorar os
efeitos citotdxicos, como ainibicdo do crescimento celular, acitdlise, as modificagbes namembrana
ou no citoplasma e as alteragOes na atividade metabdlica. Os resultados dos testes iniciais de
citotoxicidade apresentam limitagdes quanto a sua correlagéo direta com situagOes clinicas, ndo
podendo ser extrapol ados para seres humanos. Entretanto, a utilizagdo de diferentes métodos pro-
porcionainformagdes mai s compl etas sobre acitotoxicidade do material testado.

Palavras-chave: Citotoxicidade; culturadecélulas; materiaisdentarios.

Abstract: Biocompatibility of dental materialshasbeen evaluated by invitro andin vivo studies
and human clinical studies. Testing of dental materialsby cell culturemethodsarerelatively smpleto
perform, reproducible, cost-effective and can be carefully controlled. Different parametersareused to
monitor cytotoxic effectsof thedental materia's, such asinhibition of cell growth, cytolysis, the effects
on membrane or cytoplasmic markersand changesin metabolic activity. The dataof cytotoxicity test
cannot necessarily be extrapolated to clinical scenarios. However, the use of different assessment
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methods provides more complete information on thetoxicity of the material under analysis.
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Introducéo

Por vérios anos, as pesquisas clinicas procuraram esta-
belecer as propriedades fisicas das resinas acrilicas*!® bus-
cando melhorar aresisténcia a abrasdo, arugosidade, a es-
tabilidade dimensional, a dureza, entre outras. Entretanto,
0 aparecimento de reacfes adversas na mucosa bucal pelo
uso de préteses tem despertado o interesse dos pesquisado-
res em determinar o0 comportamento bioldgico desses ma-
teriais, objetivando buscar materiais chamados biocom-
pativeis com o meio bucal. A biocompatibilidade pode ser
definida como a capacidade de um material de exercer suas
funcBes especificas quando aplicado em tecidos vivos de
determinado hospedeiro, sem, contudo, causar danos ou
prejuizo a0 mesmo?. Podem ser citadas como exemplo as
resinas acrilicas parabases de préteses, as quais devem per-
manecer na cavidade bucal do paciente, em intimo contato
COM amucosa, sem causar irritacdo durante a utilizacéo das
préteses. Os materiais experimentais séo avaliados de for-

maafornecer um rapido e consistente resultado em relacéo
a sua atividade biolégica?

Fisher® dividiu as reactes as resinas acrilicas utilizadas
em odontologia em duas categorias. 1- dermatite alérgica
de contato, que atinge dentistas e técnicos de protese e
2-estomatite alérgica, que afeta os pacientes portadores de
préteses.

Weaver, Goebel 8 rel ataram casos clinicos relacionados
com os componentes liberados pelas resinas. Segundo os
autores, as reacdes da cavidade bucal apresentam-se como
ardéncia na lingua, vermelhidédo e erosdo na mucosa. As
calsas mais provaveis dessas reacdes seriam traumas cau-
sados por préteses mal-adaptadas, doencas sistémicas ou
bucais n&o relacionadas com as resinas acrilicas, como a
candidiase, e irritacdo quimica local e hipersensibilidade
causadas pelas resinas acrilicas e por seus constituintes.

As substéncias tdxicas e seus efeitos sobre os tecidos tém
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sido constatados por meio de estudo em animais, observactes
clinicas e culturas de cdlulas in vitro. Esses testes sdo dividi-
dos em: iniciais, os quais envolvem o0 méodo de cultura de
céulas; testes secundarios, que incluem os estudos com im-
plantacdo dos materiai s em tecidos subcutaneos, testes de sen-
sibilidade e irritacdo na mucosa e os testes pré-clinicos, que
verificam airritacdo pulpar e dosimplantes*®1°, E importante
lembrar que os resultados dos testes iniciai's de citotoxicidade
apresentam limitagBes quanto a sua correlacdo direta com si-
tuagdes clinicas®. Sendo assim, tanto os resultados destes tes-
tes quanto dagueles redizados em animais (secundarios ou de
aplicacdo) ndo podem ser de imediato extrapolados para as
condicdes clinicas em seres humanos, porém sd muito im-
portantes pois determinam o comportamento bioldgico dos
materiais e/ou de seus componentes?.

Dessa forma, os testes para a avaliacdo bioldgica dos
materiais odontol dgicos foram divididos em varios niveis
eo0s materiaisem varias categorias. materiaisrestauradores,
materiais protéticos, materiais endoddnticos, materiais para
0 uso em periodontia e materiais utilizados em ortodontia?.

Este artigo tem como objetivo realizar umarevisio de
literatura relacionada a diferentes testes de citotoxicidade
de alguns materiais dentérios.

Revisdodaliteratura

Para avaliar a citotoxicidade dos materiais odonto-
| 6gicos podem ser realizadas analises quantitativas ou qua-
litativas. A andlise quantitativa mede o nimero de células
apos proliferacdo ou inibicdo celular, o nimero de colénias
formadas ou, ainda, quantifica as células por meio da con-
tagem de seus componentes, como proteinas e mitocondrias,
ou pela proliferacdo ou inibicdo do material genético. A
andlise qualitativa avalia as células microscopicamente,
observando as alteracdes morfol 6gi cas, como vacuolizacdo
citoplasmética e lise de suas membranas’.

O teste da citotoxicidade utilizando o método da cultu-
ra de células tem sido considerado relativamente simples,
reproduzivel, efetivo e controlado®’. Hensten-Pettersen®,
em 1988, realizou umarevisao de literatura com o objetivo
de comparar os métodos que avaliam a citotoxicidade dos
materiais odontol égicos e observou que diferentes méto-
dos podem ser utilizados para monitorar os efeitos
citotoxicos, como a inibicdo do crescimento celular, a
citdlise, as modificagdes na membrana ou no citoplasma e
as alteracdes na atividade metabdlica. Muitos testes de
citotoxicidade sdo realizados utilizando extratos obtidos a
partir do contato entre as amostras dos materiais € 0 meio
de cultura. Quando da obtencdo de extratos, o autor relatou
alguns dos fatores que podem influenciar nos resultados,
COmo 0 tempo e a temperatura para a extragao e a média
entre o volume do meio e a superficie do corpo-de-prova.
Contudo, o autor concluiu que alguns materiais odonto-
|6gicos apresentaram-se toxicos em alguns estudos e nédo
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téxicos em outros, dependendo das condi¢des em que os
testesforam realizados, mostrando, assim, anecessidade da
padronizacao dos testes de citotoxicidade. Com o objetivo
de avaliar a citotoxicidade de resinas acrilicas para bases
de préteses de acordo com o método de processamento, 0
tipo de polimero e as condi ¢Bes de armazenagem, Hensten-
Pettersen, Wictorin’, em 1981, realizaram um estudo utili-
zando resinas termo e autopolimerizaveis. Para cada tipo
depolimerizacéo, auto etermo, doistipos de processamento
foram realizados. Os resultados mostraram que os diferen-
tes métodos de processamento ndo influenciaram signifi-
cativamente no efeito citotéxico. Em funcéo do tipo de
polimerizacdo, houve crescimento celular menor para as
resinas autopolimerizaveis em relacdo as termopo-
limerizaveis, e, para ambas, 0 crescimento celular foi me-
nor em relacdo ao grupo controle.

Pelo fato dos testes de citotoxicidade in vitro apresen-
tarem um grande nimero de métodos e materiais, asnormas
da International Sandard 10993-5° (1992) padronizam
esses testes e selecionam o método para andlise da
citotoxicidade mais apropriado para cada material. Com
isso, trés categorias sfo listadas: o teste que utiliza extra-
tos, o teste onde ha o contato direto do material com as
células utilizadas e o teste onde o contato € indireto, por
meio da difusio em &gar ou filtros Millipore. E importante
lembrar que o contato direto de corpos-de-prova obtidos
de diferentes materiai s pode causar inibicéo do crescimen-
to celular decorrente do contato fisico e ndo das substancias
toxicas liberadas'.

Quando da obtencdo de extratos, varios fatores podem
influenciar nos resultados, como o tipo e 0 volume do meio,
a area do corpo-de-prova, 0 tempo e a temperatura para a
extracao®'°. Para que as substancias sejam liberadas dos ma-
teriais a serem testados, pode-se utilizar como meio para a
extracdo agua destilada, solucdo sadina ou meio de cultura
com ou sem soro. A quantidade do material paraaobtencéo
do extrato a ser testado pode ser expressa em peso ou em
tamanho, e o volume do extrato obtido depende da relacdo
entre a superficie do corpo-de-prova e o volume do meio*®.

Os grupos controle negativo e positivo sdo bem defini-
dos nessas hormas, sendo o primeiro responsavel por néo
provocar citotoxicidade, como, por exemplo, discos de
polietileno, e o segundo responsavel por promover a
citotoxicidade, como o polivinilcloreto. Quando da pro-
ducéo de extratos, determinados tempos e temperaturas so
recomendados, e, na temperatura de 37 °C, o tempo néo
deve ser menor do que 24 horas. Além disso, amédiaentre
asuperficie do corpo-de-provae o volume do meio utiliza-
do paraaextracdo deve estar entre 6 cm?ml 0,5 cm?ml. O
tipo celular L929 (fibroblastos de hamster) é umadaslinha
gens recomendadas pela | SO 10993-5 para arealizacdo dos
testes de citotoxicidade.

Osdiferentes métodos que avaliam acitotoxicidade dos
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materiais podem ser agrupados em categorias de acordo
com o tipo de andlise, tais como a avaliacdo dos danos pela
morfologia celular, medida das células danificadas, medi-
dado crescimento celular e medida de aspectos especificos
do metabolismo celular.

Wennberg et a.?°, em 1979, demonstraram umatécnica
para a verificacdo da citotoxicidade de materiais odonto-
I6gicos com a utilizagdo de filtros Millipore. Para isso,
fibroblastos de hamster (L 929) e células epiteliais huma-
nas (HelLa) foram propagados em meio de cultura Eagle
acrescido de 10% de soro fetal bovino, 100 U/ml de penici-
linae 100 pl/ml de estreptomicina. Ap6s dois dias de incu-
bac&o, meio de cultura fresco foi adicionado, tendo sido a
concentracdo final decélulasde 1,5 x 10° cel/ml. Em segui-
da, filtros Millipore com 47 mm de didmetro com poros de
0,45 um, 3 um ou 8 um foram colocados sobre as placas
com 50 mm de diémetro e cobertos com 6 ml da suspenséo
decélulas. Paraaformagdo de umamonocamadade células
sobre amembrana, o conjunto foi armazenado por 24 horas
a37 °C com 5% de CO, no ar. Depois desse periodo, 0 meio
de culturafoi aspirado, e os pesquisadores colocaram novo
meio contendo 1,5% de Bacto-agar e aguardaram sua
solidificagdo. Apos a solidificagdo, a membrana e o agar
foram separados de cada placa e recolocados de maneira
invertida. Dessa forma, as células ficaram para baixo e a
membrana para cima. Em seguida, os corpos-de-prova dos
materiais testados foram colocados sobre as membranas
Millipore imediatamente apds a mistura ou apos um perio-
do de 5, 15 ou 60 minutos ou 24 horas. Os materiais testa-
dos foram: resina acrilica autopolimerizével Sevriton, ci-
mento de silicato Super Syntrex e cimento de fosfato de
zinco Pharmacent. Discos de teflon serviram como grupo
controle negativo. Foi colocado um corpo-de-provade cada
material sobre cada membrana Millipore e, para cada gru-
po, foram realizados cinco experimentos. Os materiais tes-
tados permaneceram em contato com os filtros Millipore
por um periodo de 24 horas. O efeito citotoxico foi analisa-
do microscopicamente, apos a coloragdo das células com
eosi na e hematoxilina e macroscopi camente através dafor-
macdo do halo de inibi¢do. A andlise microscopica mos-
trou que, paratodos os materiais, apos 24 horas, havia con-
fluénciaentre as células, ou sgja, ndo haviaespacos entre as
mesmas. As células em contato com amembrana Millipore
com poros de 0,45 um mostraram-se morfologicamente
normais. Porém, as que estavam em contato com as mem-
branas com poros de 3,0 um e 8,0 um mostraram-se
morfol ogicamente danificadas com citoplasma contraido e
vacuolizaggo. Na analise macroscopica, paraaresina acri-
lica, ocorreu aformacdo do halo deinibic¢éo paraos corpos-
de-prova colocados imediatamente apds a mistura. Apés
5 minutos ou mais, ocorreu a formagdo de células sob a
membrana. O cimento de silicato mostrou-se citotoxico em
todos os periodos, e o cimento de fosfato de zinco apresen-
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tou efeito citotdxico as células logo apds a mistura e, apos
24 horas, um pequeno efeito ainda estava presente. Os dis-
cos de teflon colocados sobre as membranas ndo causaram
danos as células vistos micro e macroscopicamente. O teste
realizado nesse estudo para andlise da citotoxicidade de
alguns materiais foi considerado simples e rgpido, porém,
mais informacBes sobre o crescimento ou morte celular
podem ser obtidas com testes mais detalhados.

Outros testes tém sido utilizados para determinar a
citotoxicidade dos materiais, como a incorporacéo de pro-
dutos radioativos, que avalia a sintese de DNA&*7 e o
teste MTT (sal metil tetrazolium), descrito por Mosmann?*
em 1983, o qual reflete o metabolismo celular por meio da
atividade mitocondrial?321416, Com eles, pode-se obser-
var, através do método de cultura de células, aproliferacdo
ou ainibicdo do crescimento celular decorrente do contato
com substancias citotoxicas.

Ciapetti et al.* avaliaram a interagdo entre células e
biomateriais por meio do teste MTT e observaram como
vantagem dessa técnica a capacidade de identificar a alte-
racdo no metabolismo e na fungdo celular decorrente do
contato entre as células e 0s materiais mesmo na auséncia
de morte celular.

Entretanto, Jorge et a.*°, em 2004, realizaram um estu-
do utilizando extratos com a proposta de comparar os efei-
tos de tratamentos térmicos na citotoxicidade de trés resi-
nas para bases de proéteses utilizando o teste de incorpora-
¢ao de *H-timidina e o teste MTT. Para aandlise do efeito
citotoxico das substancias liberadas pelos corpos-de-pro-
va, foram obtidos extratos das substancias hidrossolGveis
dessas amostras. Paraisso, trés corpos-de-provade cadagru-
po experimental, apos terem recebido os tratamentos térmi-
cos, foram col ocados dentro de tubos de ensaio com 9 ml de
meio de cultura Eagle e incubados a 37 °C por 24 horas.
Durante esse periodo de incubagéo, as substancias provavel -
mentetdxicas sdo difundidas parao meio de cultura, forman-
do, assim, os extratos a serem utilizados nos testes de
citotoxicidade. Um tubo de ensaio contendo apenas 9 ml de
meio de cultura foi armazenado sob as mesmas condicoes,
servindo, assim, como grupo controle negativo. Os resulta
dos desse estudo mostraram que as substancias liberadas das
trés resinas testadas foram mais citotoxicas para as células
L 929 quando comparadas ao controle negativo no teste de
incorporagdo de *H-timidina. Os tratamentos térmicos ndo
reduziram a citotoxicidade dos materiais avaliados. O teste
deincorporagao *H-timidina classificou os materiais como
discretamente citotoxicos, e 0 MTT, como ndo citotoxicos
sendo, portanto, considerado menos sensivel.

Damesmaforma, Tang et al.** mostraram que o teste da
incorporacdo de *H-timidina foi mais sensivel do que o
testeMTT. Além disso, compararam diferentes metodol ogias
gue avaliam a citotoxicidade dos materiais resinosos. Os
autores observaram que o contato direto dos discos de vi-
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dro com os fibroblastos causou inibi¢&o do crescimento em
comparagdo com as células cultivadas em contato indireto,
tanto para o teste MTT como para o teste da incorporacéo
de *H-timidina. Assim, os autores concluiram que, apesar
da necessidade do grupo controle, o contato direto dos dis-
cos devidro com as células pode influenciar naviabilidade
celular, ndo pelaliberacdo de substancias téxicas, massim
por fatoresfisicos. Além disso, osresultados mostraram que
aremocao da camada de inibi¢do de oxigénio dos corpos-
de-prova reduziu a citotoxicidade dos materiais. Os auto-
res concluiram também que a utilizagéo de diferentes mé-
todos fornece informacdes mais completas sobre a
citotoxicidade dos materiais resinosos.

Portanto, pode-se observar que sio véariasasformasdese
testar a citotoxicidade dos materiais odontol dgicos. Contu-
do, tais testes, quando adequadamente padronizados, o que
€ absolutamente necessario, s8o muito importantes, pois de-
terminam o comportamento biol 6gico dos materiais e/ou de
seus componentes, fornecendo um rpido e consistente re-
sultado com relacdo a sua atividade biol 6gica.

Conclusao

* Os testes de citotoxicidade utilizando o método da
cultura de células sGo muito importantes pois deter-
minam o comportamento biolégico dos materiais
dentérios e/ou de seus componentes;

» paraavaiar os materiais, € aconselhavel a utilizagdo
de diferentes métodos para a obtencdo de informa
¢Bes mais compl etas sobre a citotoxicidade do mate-
rial testado;

* oteste de citotoxicidade pode ser realizado por varias
metodologias, porém todas devem ser regulamenta-
das e padronizadas para serem reproduzidas em qual-
quer laboratorio.
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