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“Pedras no caminho? Guardo todas, um dia vou construir um castelo.’

Fernando Pessoa
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RESUMO

Objetivo: Desenvolvimento e realizagdo de um protocolo para avaliagio do

comportamento celular de fibroblastos gengivais humanos (HGF-hTERT) em diferentes

materiais restauradores de lesdes ndo cariosas (ProRoot® MTA Root Canal Repair Material,

Biodentine™, GC Fuji II LC®, SDR™ dentsply, Biocal®-CAP).

Materiais e Métodos: Foi desenvolvido e produzido por métodos aditivos ou
subtrativos um modelo de suporte para os materiais a testar, tendo sido testada e validada a sua
biocompatibilidade numa linha celular de fibroblastos gengivais humanos (HGF-hTERT). Foi
avaliado o efeito do material de base e de diferentes métodos de descontaminagdo e
posteriormente selecionada a combinagdo mais adequada. Os materiais restauradores foram
preparados nos suportes padronizados, de acordo com as regras de cada fabricante nos seguintes

grupos de estudo: ProRoot® MTA Root Canal Repair Material com presa tomada (MTA set),

Biodentine™ com presa tomada (Biodentine set), GC Fuji 11 Lc® (Fuji I1), SDR™ Dentsply
(SDR), Biocal®-CAP (Biocal-CAP), Biodentine™ sem presa tomada (Biodentine fresco),
ProRoot® MTA Root Canal Repair Material sem presa tomada (MTA fresco) (n=15 em cada.
grupo). A viabilidade celular de células HGF-hTERT em contacto direto com os materiais foi
avaliada aos 1, 3 e 7 dias utilizando um método a base de resazurina. Os resultados foram
apresentados como intensidade de fluorescéncia sob a forma de média + desvio padrio.
Realizaram-se comparacdes entre grupos por ANOVA unidirecional e de medidas repetidas
(teste post — hoc de Tukey) utilizando um software de estatistica. O nivel de significancia foi

definido como p<0,05.

Resultados: Ao longo do tempo, os grupos Zr — BU - UV (Zirconia - Banho
ultrassonico - Ultravioleta) e Acr — BU — UV (Acrilico - Banho ultrassonico - Ultravioleta)
apresentaram melhores resultados de biocompatibilidade com as células HGF. Dentro dos
materiais restauradores, foi o grupo do Biocal-CAP que apresentou resultados de viabilidade
celular estatisticamente superiores a todos os grupos em estudo, sendo seguido pelo grupo do
Fuji II. Observou-se viabilidade celular estatisticamente superior no Biocal-CAP face aos

restantes materiais ao longo do tempo (p<0,05).
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Conclusées: O Biocal-CAP (Biocal®-CAP), poderd representar um material
promissor € aumentar-se a sua area de aplicabilidade, passando a ter também como indicacao
de utilizagdo as RECI, no entanto, mais estudos que avaliem outras propriedades relevantes

serdo necessarios por forma a comprovar a sua utilizacao.

Palavras-Chave: “reabsor¢io externa cervical invasiva”, fibroblastos gengivais
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humanos”, “cimentos de silicato de calcio®, “resina”, “ionémero de vidro”.
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ABSTRACT

Objetives: Development and implementation of a protocol to evaluate the cellular

behavior of human gingival fibroblast (HGF-hTERT)in different restorative materials for non-

carious lesions (ProRoot® MTA Root Canal Repair Material, Biodentine™, GC Fuji 11 LC®,
SDR™ dentsply, Biocal®-CAP).

Methods: A support model for the materials to be tested was developed and produced
by additive or subtractive methods, and its biocompatibility was tested and validated in a human
gingival fibroblast cell line (HGF-hTERT). The effect of the base material and of different
decontamination methods was evaluated and the most suitable combination was subsequently
selected. The restorative materials were prepared on the standardized supports, according to the
rules of each manufacturer in the following study groups: ProRoot® MTA Root Canal Repair
Material with fixed setting (MTA set), Biodentine™ with fixed setting (Biodentine set), GC
Fuji II LC® (Fuji IT), SDRTM Dentsply (SDR), Biocal®-CAP (Biocal-CAP), BiodentineTM
without socket (Biodentine fresh), ProRoot® MTA Root Canal Repair Material without socket
(MTA fresh) (n= 15 in each group). Cell viability of HGF-hTERT cells in direct contact with
the materials was assessed at 1, 3 and 7 days using a resazurin-based method. Results were
presented as fluorescence intensity as mean + standard deviation. Comparisons were performed
between groups by one-way ANOVA and repeated measures (Tukey's post hoc test) using

statistical software. The significance level was defined as p<0,05.

Results: Over time, the groups Zr — BU - UV (Zirconia - Ultrasonic bath - Ultraviolet)
and Acr — BU — UV (Acrylic - Ultrasonic bath - Ultraviolet) showed better biocompatibility
results with HGF cells. Among the restorative materials, it was the Biocal-CAP group that
showed statistically superior cell viability results compared to all the groups under study,
followed by the Fuji II group. Statistically superior cell viability was observed in Biocal-CAP

compared to the other materials over time (p<0,05).

Conclusions: Biocal-CAP (Biocal®-CAP) may represent a promising material and
increase its area of applicability, starting to also have RECI as an indication of use, however,
more studies that evaluate other relevant properties will be necessary for in order to prove its

use.

X



o ¢¢

Key words: “invasive external cervical resorption”, “human gingival fibroblast

99 ¢

calcium silicate-based cements”



INDICE

INTRODUCAO 1
1. REABSORCOES EXTERNAS CERVICAIS INVASIVAS ....ooviiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1

1.1, ABORDAGEM TERAPEUTICA ..cuevuteuiaiesiiniinteeenteeetetet ettt sttt st sttt sa e sttt st ettt et ent e eae i 4
2. MATERIAIS RESTAURADORES DAS RECT ...c..ooiiiiiiiiiiieeeceeteeeee ettt 6
OBJETIVOS 10
MATERIAIS E METODOS 11
1. DESENVOLVIMENTO E DESINFECAO DOS DISCOS DE SUPORTE ..........ccocovovuiveneennn.. 11
2. PREPARACAO GERAL DOS MATERIAIS RESTAURADORES...........cccoovivireeieeereeeennne. 12
3. CULTURAS CELULARES E AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE CELULAR......... 15

3.1 VIABILIDADE CELULAR ......c..ccuiiiiiiiiiniiiiiiiiiiet ettt sttt s 16
4. ANALISE ESTATISTICA ....ocouiviirrieireeseeessesessseesesssssssssessssss st sssssss s ssssesssssns 17

4.1  CALCULO DIMENSIONAL DA AMOSTRA E PODER ESTATISTICO .......coooueueeinininininirinienieneenieeennens 17
RESULTADOS 18

1. CULTURAS E COMPORTAMENTO CELULAR - DISCOS DE SUPORTE E PROTOCOLOS DE

DESINFEGAQ .....ovvoiiioiieieecie st 18

L1 VIABILIDADE ..ottt ettt sttt sttt st ettt et e st e bt e s ab e e bt e sat e e bt e sabesabeesabeenneens 18
2. CULTURAS E COMPORTAMENTO CELULAR - MATERIAIS.........ccooosrvrrnrierreeresreenes 21

2.1, VIABILIDADE ......c.uueouieeiieiieeie ettt ettt sttt st sh e et e bt e st e bt e st e e s st e eateesbeesnseenbtesabeenaeesane 21
DISCUSSAO 24
CONCLUSAO 27
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 28

xi



INDICE DE FIGURAS E GRAFICOS

Grafico 1 - Resultados da viabilidade celular como média +/- desvio padrdo em unidades
arbitrarias de intensidade de fluorescéncia (UA) dos grupos Zr — BU — UV (Zircénia - Banho
ultrassonico - Ultravioleta), Acr — BU — UV (Acrilico - Banho ultrassénico - Ultravioleta), Zr
— AT (Zirconia - Autoclavagem), Acr — AT (Acrilico - Autoclavagem), Acr — ST (Acrilico —
Sem tratamento) as 24h de CUltUIA. ..........cceeiiiiiiiiiii e 19
Grafico 2 - Resultados da viabilidade celular como média +/- desvio padrdo em unidades
arbitrarias de intensidade de fluorescéncia (UA) dos grupos Zr — BU — UV (Zircénia - Banho
ultrassonico - Ultravioleta), Acr — BU — UV (Acrilico - Banho ultrassénico - Ultravioleta), Zr
— AT (Zirconia - Autoclavagem), Acr — AT (Acrilico - Autoclavagem), Acr — ST (Acrilico —
Sem tratamento) as 48h de cultura. ..o, 19
Grafico 3 - Resultados da viabilidade celular como média +/- desvio padrdo em unidades
arbitrarias de intensidade de fluorescéncia (UA) dos grupos Zr — BU — UV (Zircénia - Banho
ultrassonico - Ultravioleta), Acr — BU — UV (Acrilico - Banho ultrassénico - Ultravioleta), Zr
— AT (Zirconia - Autoclavagem), Acr — AT (Acrilico - Autoclavagem), Acr— ST (Acrilico —
Sem tratamento) as 72h de CUItUIA. ..........ccceeiiiiiiiiiii e 20
Grafico 4 - Resultados da viabilidade celular como média +/- desvio padrdo em unidades
arbitrarias de intensidade de fluorescéncia (UA) dos grupos Zr — BU — UV (Zircénia - Banho
ultrassonico - Ultravioleta), Acr — BU — UV (Acrilico - Banho ultrassénico - Ultravioleta), Zr
— AT (Zirconia - Autoclavagem), Acr — AT (Acrilico - Autoclavagem), Acr — ST (Acrilico —
Sem tratamento) as 24h, 48h e 72h de cultura. ..........ccceeeeiiiiiiiiiiicceee e 21
Grafico 5 - Resultados da viabilidade celular como média +/- desvio padrao em unidades
arbitrarias de intensidade de fluorescéncia (UA) dos grupos MTA set (ProRoot® MTA Root
Canal Repair Material), Biodentine set (Biodentine™), Fuji II (GC Fuji Il LC®), SDR (SDR™
dentsply), Biocal-CAP (Biocal®-CAP), Biodentine fresco (Biodentine™), MTA fresco
(ProRoot® MTA Root Canal Repair Material) ao 1° dia de cultura. ....................ooen. 22
Grafico 6 - Resultados da viabilidade celular como média +/- desvio padrdo em unidades
arbitrarias de intensidade de fluorescéncia (UA) dos grupos MTA set (ProRoot® MTA Root
Canal Repair Material), Biodentine set (Biodentine™), Fuji II (GC Fuji Il LC®), SDR (SDR™
dentsply), Biocal-CAP (Biocal®-CAP), Biodentine fresco (Biodentine™), MTA fresco
(ProRoot® MTA Root Canal Repair Material) ao 3° dia de cultura. ........ccccoeoeeveeienieninncnnne 22

Xii



Grafico 7 - Resultados da viabilidade celular como média +/- desvio padrdo em unidades
arbitrarias de intensidade de fluorescéncia (UA) dos grupos MTA set (ProRoot® MTA Root
Canal Repair Material), Biodentine set (Biodentine™), Fuji II (GC Fuji Il LC®), SDR (SDR™
dentsply), Biocal-CAP (Biocal®-CAP), Biodentine fresco (Biodentine™), MTA fresco
(ProRoot® MTA Root Canal Repair Material) ao 7° dia de cultura. ........c..coceveeviniencnncnnne 23

Figura 1 - Classificacdao da Reabsor¢ao Cervical Invasiva segundo Heithersay
( Fonte: Heithersay GS Invasive cervical resorption: An analysis of potential predisposing
factors. Quintessence Int.1999;30, DAZ.E4). cccuveeoueeoeiiiieie ettt 4

Figura 2 - Desenho esquematico dos diScos de SUPOITE. ........cocuereerueeiieniieneniienieieeieneeieeene 12

xiii



INDICE DE TABELAS

Tabela 1 - Classificacdo tridimensional para a Reabsor¢do cervical externa invasiva
(Fonte: Adaptado de Patel et Al.2018C). ...c.uoeueeeeeeiiieeiieieeie ettt 4
Tabela 2 - Opcdes de tratamento para Reabsor¢des cervicais externas invasivas.

(Fonte: Adaptado de European Society of Endodontology position statement: External Cervical

Resorption, S. Patel et al. 2018). ........cc.oovueeouieeieeiieiieeieeeeeee ettt e e seeeane s 5
Tabela 3 - Descricao dos grupos integrantes no ensaio dos discos de suporte. .............cccuueeee.. 11
Tabela 4 - Materiais incluidos no presente estudo. .........c.oecveerieriiierieiiiienie e 12

X1v



LISTA DE ABREVIATURAS

H20d - Agua destilada

BUS - Banho ultrassonico

CAD - Computer aided design

Cm - Centimetro

CO? - Didxido de carbono

Si0? - Didxido de Silica

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagles's Medium

DP - Desvio Padrao

EtOH - Etanol

FMDUL - Faculdade de Medicina Dentaria da Universidade de Lisboa
°C - Graus Celsius

NaClO - Hipoclorito de s6dio

HGF-hTERT - Human Gingival Fibroblast — human telomerase reverse transcriptase
IVMR - Ionémero de vidro modificado com resina
LCNC - Lesdes cervicais ndo cariosas

mg/ml - Miligramas por mililitro

ml - Mililitro

pl - Microlitro

pm - Micrometro

MTA - Mineral trioxido agregado

nm - Nanometro

Ca0 - Oxido de Calcio

MgO - Oxido de Magnésio

PBS - Tampao fosfato salino

RECI - Reabsor¢ao externa cervical invasiva

STL - Standard Triangle Language

Ca’SiO? - Silicato tricalcico

K2S0* - Sulfato de Potassio

Na?SO0* - Sulfato de Sodio

TCFC - Tomografia computadorizada de feixe conico

UV - Ultravioleta

XV



xvi



INTRODUCAO

Durante os ultimos anos tem-se vindo a verificar um aumento da prevaléncia e
incidéncia das patologias dentarias. Uma das patologias a realcar diz respeito a perda de tecido
dentario na regido vestibular cervical das pegas dentarias, sendo-lhe atribuida a nomenclatura
de lesdes cervicais ndo cariosas (LCNC). As LCNC caracterizam-se pela perda de estrutura
dentéaria irreversivel ao nivel da jungio amelo-dentinaria do dente, sem agdo bacteriana.(» A
sua aparéncia € variavel, podendo apresentar-se como uma depressao rasa ou larga em forma

de disco ou de cunha.®

Esta perda de tecido dentario pode ser desencadeada por fendémenos de abrasdo, erosao
ou abfracdo ou, ainda, ter inicio ao nivel do cemento por fenomenos de reabsorcdo, sejam eles
externos ou internos. No entanto, a sua etiologia ainda ndo se encontra bem esclarecida.®

E reconhecido o potencial para as LCNC se desenvolverem ao longo do tempo, podendo
mesmo, nalguns casos afetar a polpa, os tecidos periodontais, bem como causarem
hipersensibilidade dentinaria e comprometerem a estética, sendo de especial importancia uma

abordagem terapéutica precoce.®

Algumas evidéncias clinicas demonstraram que a restauracao destas lesdes deve ser feita,
por forma a impedir o seu avango, melhorando desta forma nio s6 a manutencao da higiene
oral do paciente, mas também a diminui¢do da hipersensibilidade dentinaria, a prevencdo do
envolvimento patoldgico da polpa, bem como a melhoria da estética dentaria.®”® De entre este

tipo de LCNC sao destacadas, neste estudo, as reabsor¢des externas cervicais invasivas (RECI).

1. Reabsor¢oes externas cervicais invasivas

As reabsor¢des cervicais externas invasivas (RECI) definem-se como um processo
localizado de reabsorcdo externa da raiz, que geralmente se inicia ao nivel da regido cervical
do dente afetado envolvendo o ligamento periodontal, cemento e dentina.”> No entanto, em
estadios mais avangados os tecidos pulpares também poderdo estar envolvidos.!% - 12Este tipo

de reabsor¢des sdo incomuns, com uma prevaléncia de 0,02% a 2,3%, mas de extrema



relevancia, uma vez que, pode culminar na perda dentéaria devido a sua natureza agressiva e em

simultaneo assintomatica.!1-13-19)

A sua etiologia, ainda ndo ¢ clara, porém, muito provavelmente consiste num processo
de origem multifatorial, na qual a presenga de um defeito de desenvolvimento na jun¢ao
cemento-esmalte torna esta estrutura mais suscetivel ao processo de reabsor¢do.!? A historia
prévia de traumatismo dentario e/ou tratamento ortoddntico sdo também fatores comumente
associados a esta patologia, no entanto, carecem de estudos que confirmem a sua relagio causa-

efeito como fatores etiologicos.(!417)

As RECI tém por base um processo de reabsor¢ao patoldgico que se inicia na superficie
externa do dente, superiormente a crista Ossea alveolar e gradualmente vai substituindo a
estrutura dentaria mineralizada por tecido fibro-vascular granulomatoso ou tecido fibro-
0sse0.13) O processo de reabsorgio ¢ impulsionado por osteoclastos que, inicialmente penetram
no dente através de numerosos canais.(!® Estas podem espalhar-se circunferencialmente e/ou
numa direcdo apico-coronal dentro da raiz. O canal radicular ¢ circundado por uma camada
protetora, conhecida como lamina resistente a reabsor¢do pericanalar.(!?) Esta ultima resiste ao
processo de reabsorcdo, sendo constituida principalmente por pré-dentina e dentina.!”) No
entanto, as RECI consistem num processo celular complexo e dindmico que ainda ndo se

encontra completamente esclarecido.(!%11:15

Clinicamente, surge como uma cavitagdo cervical associada a uma irregularidade no
contorno gengival e/ou descoloracdo rosada ao nivel do esmalte sobrejacente. Normalmente, os
dentes afetados sdo assintomaticos, podendo manifestar sintomas pulpares e/ou periapicais
apenas em fases tardias de progressdo da doenga.(1%!”) Frequentemente, os dentes mais afetados
s80 os incisivos superiores, caninos e primeiros molares mandibulares.(!>

As RECI tém como diagnoéstico diferenciais possiveis, a reabsor¢do cervical interna,
lesdes de carie cervical ou de colo, lesdes ndo cariosas, tais como, abfragdo, abrasao e erosao,
e ainda, a presen¢a do efeito de burnout. Este tipo de lesdes sdo de dificil diagnostico. Nem
sempre os sinais clinicos sdo claros, sendo a sua detecdo efetuada com auxilio
radiografico.1*?9A sua distingdo ¢ feita através da sua aparéncia clinica, uma vez que, a base
da cavidade de uma RECI ¢ dura e aquando da realizagdo da sondagem periodontal e

frequentemente resulta em hemorragia a sondagem.*2) Estas lesdes sdo altamente

2



vascularizadas envolvendo a regido supracoronal do dente, surgindo como manchas rosadas.
Outras lesdes, como ¢ o caso da reabsorc¢do cervical interna, quando se estende para os tecidos

supragengivais, também podem apresentar-se desta forma.

Radiograficamente, ndo existe uma aparéncia "classica" das RECI. A sua aparéncia ¢
variavel e influenciada pelo tamanho e natureza da lesdo. Frequentemente, surge como uma
lesdo radiolucida (fase de reabsor¢do), irregular e assimétrica, permitindo identificar o canal
radicular que se encontra bem delineado. Na fase de repara¢do da lesdo, consequéncia da
deposi¢do de tecido calcificado, ¢ possivel observar uma aparéncia mosqueada e mais
radiopaca.(%?? No entanto, dependendo do estadio da lesdo, podera surgir uma combinagio das
duas. Para diferenciar as RECI da reabsorc¢do cervical interna, o contorno das paredes do canal
radicular deve ser observado em detalhe aquando da andlise radiografica (radiografias
periapicais). A técnica paralaxe pode ser utilizada para realizar esta distin¢do entre ambas, bem
como para confirmar a localizagdo de lesdes de RECI que ndo sdo detetadas clinicamente por
sondagem. No entanto, as limitagdes das radiografias periapicais encontram-se bem

documentadas na literatura, podendo resultar em diagnosticos incorretos.(18:23-26)

Heirthersay desenvolveu uma classificacdo clinica para as RECI. Esta classificagao ¢
baseada em imagens bidimensionais.?> As RECI foram classificadas em quatro classes
distintas, divididas em zonas menos invasivas até zonas de maior reabsor¢ao que se estendem
além do terco coronal do canal radicular. De acordo com a classificacdo de Heirthersay, no
tratamento das lesoes classes I e 11, o indice de sucesso ronda os 100%, nas lesoes classe III o
indice de sucesso € cerca de 77,8% e nas lesOes classe IV o indice de sucesso é de 12,5%.
Contudo, esta classificacdo resulta na subestimagdo e/ou avaliacdo inadequada da verdadeira

extensdo do processo de reabsor¢do.?)



Y v
Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4

Figura 1 — Classifica¢do da Reabsor¢do Cervical Invasiva segundo Heithersay

(Fonte: Heithersay GS Invasive cervical resorption: An analysis of potential predisposing

factors. Quintessence Int.1999;30, pag.84).

Patel desenvolveu uma classificagdo tridimensional que tem por base radiografias
periapicais e tomografia computadorizada de feixe cénico (TCFC).?” O objetivo desta
classificagdo descritiva, consiste em garantir um diagndstico preciso e auxiliar na comunicagao

entre médicos dentistas.

Tabela 1 — Classificagdo tridimensional para a Reabsor¢do cervical externa invasiva.

(Fonte: Adaptado de Patel et al. 2018c).

m Distribui¢do Circunferencial ‘ Proximidade a canal radicular

1.Ao nivel da jungdo lte (supr ] A:<90° d: les@o confinada a dentina
2.Estende-se para o tergo coronal da raiz (subcrestal) B:>90° até <180° p: provével envolvimento pulpa.r
3.Estende-se até ao tergo médio da raiz. C:>180° até <270°

4.Estende-se até ao tergo apical da raiz. D.>2700

1.1. Abordagem terapéutica

O tratamento das RECI visa inativar o processo de reabsor¢ao por meio da remocao do
tecido reabsorvido e do suprimento sanguineo para os osteoclastos existentes. Os defeitos,
consequéncia do processo de reabsor¢cdo, devem ser completamente desbridados e
adequadamente selados para evitar a revascularizagdo e posterior agdo osteoclastica.®® Por
conseguinte, o manuseamento eficaz depende de uma boa visualizagdo e acessibilidade a

lesdo.182% As opgdes de tratamento para as RECI dependem da extensdo, natureza e
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acessibilidade do processo de reabsorcdo. As diferentes opcdes de tratamento encontram-se

descritas na tabela 2.

Tabela 2 — Opgoes de tratamento para Reabsorgoes cervicais externas invasivas.
(Fonte: Adaptado de European Society of Endodontology position statement: External
Cervical Resorption, S. Patel et al. 2018).

Tabela 2 Opgdes de tratamento para RECI

Reparagao externa do defeito de reabsorgao
tratamento endoddntico

Reparagdo interna e tratamento canalar
Reimplante intencional

Revisdo periddica (dentes ndo trataveis)
Extragdo (dentes ndo trataveis)

No processo de restauracao destas lesdes, o formato e localizagdo das mesmas podem
afetar areas subgengivais, supracrestais e até subcrestais, tornando o seu tratamento bastante
desafiante. Algumas dificuldades encontradas estdo relacionadas com o controlo da humidade,
uma vez que, as margens cervicais sdo geralmente colocadas em areas subgengivais ou
proximas das mesmas.®” Estes defeitos devem, por isso, ser restaurados com materiais
adequados. Os materiais restauradores encontram-se em contacto direto com os tecidos
periodontais circundantes, pelo que, as suas caracteristicas: desempenho mecanico,
manuseamento e, principalmente, a sua citotoxicidade e potenciais efeitos adversos a nivel

celular, desempenham um papel importante.?

A nivel clinico, os materiais ideais devem promover um selamento adequado, ser
biocompativeis e, simultaneamente, devem resistir a exposi¢ao a fluidos orais e bactérias. O
selamento da por¢do coronal dos dentes direcionados ao tratamento endodontico surge como
um critério determinante para o sucesso ou insucesso deste. Varios fatores influenciam a
obtencdo do correto selamento corondrio, evitando assim a microinfiltragdo por
microrganismos. Entre estes fatores destacam-se o tratamento pré-endoddntico, a
instrumentagdo e desinfe¢do correta e eficaz dos canais radiculares, aplicagdo de materiais de
selamento imediato, o nimero de sessdes em que o tratamento € concluido e ainda a restauragao

provisoria e definitiva do tratamento endodontico.



Até a0 momento, ndo ha consenso sobre o material e protocolo ideais para a restauragao

e selamento de lesdes induzidas por processos de RECL.G?
2. Materiais restauradores das RECI

Idealmente, material restaurador nas RECI deve apresentar caracteristicas como: adesdo
a estrutura dentidria, um selamento adequado, insoluvel em fluidos organicos,

dimensionalmente estavel, ndo reabsorvivel, radiopaco e biocompativel. !

Desde a sua introdugdo clinica, que os cimentos hidraulicos foram reconhecidos pela
sua variada aplicabilidade, que se deve a sua natureza hidraulica.?

Estes materiais requerem agua para alcangar, a nivel fisico e mecanico, as suas
caracteristicas ideais. Nao se deterioram quando molhados e formam hidroxido de célcio como
subproduto da reacdo de hidratacdo.?? Em ambientes especificos, como é o caso do ambiente
existente na cavidade oral, podem ocorrer outras reagdes com componentes do meio como
sangue, fluido tecidual, dentina, osso, solugdes irrigantes, materiais restauradores, entre outros.
Podem existir alteracdes na composi¢do quimica, principalmente, ao nivel da superficie, de
forma que a sua interagdo com aquele meio seja alterada. Esta interacdo ambiental podera
implicar uma mudanca na composi¢do quimica da superficie, levando ao insucesso da adesao

e a efeitos deletérios no material.®?

O agregado triéxido mineral (MTA) foi descrito pela primeira vez na literatura cientifica
em 1993 ©G3 e recebeu aprovagdo para aplicagio endoddntica pela Food and Drug
Administration dos EUA em 1998.%% Devido as suas boas propriedades fisicas e biologicas
ganhou ampla aceitacdo desde a sua introducdo, sendo muitas vezes, escolhido como padrao
para os materiais restauradores a ser investigados.®> 3% Era inicialmente utilizado como
material de obturacdo canalar, no entanto, tem sido empregue numa variedade de situagdes

clinicas.

O Proroot® MTA ¢ composto por cimento Portland refinado e 6xido de bismuto,
podendo apresentar em menores quantidades de SiO?, CaO, MgO, K?SO* ¢ Na?S0*.6739 O
cimento de Portland, principal constituinte, tem por base uma mistura de silicato dicélcico,

silicato tricalcico, aluminato tricélcico, gesso e aluminoferrita tetracélcico.?”?) Este ¢ um



material hidrofilico, que ndo so6 tolera bem a presenca de dgua, como necessita de uma certa

humidade para potenciar a sua reagdo de presa.%4D

Clinicamente, o MTA apresenta um bom desempenho no selamento de perfuragdes
radiculares?*¥ e resultados favoraveis quando utilizado em restauragdo de defeitos de
reabsor¢do com acesso cirargico.*>4% No entanto, o seu longo tempo de presa e o potencial de
descolora¢do podem ser prejudiciais relativamente aos defeitos radiculares cervicais extensos
em 4reas esteticamente sensiveis.?%440) As propriedades fisicas e o tempo de presa do MTA
podem ser afetados por diferentes liquidos de preparagdo, tendo demonstrado atividade
antibacteriana e antifungica, presumivelmente devido ao seu pH.GY Tem-se procurado através
da introdu¢do de novos materiais colmatar estas adversidades. Dadas as propriedades
mecanicas adversas dos cimentos de silicato de calcio, os cimentos de iondomero de vidro
modificados com resina podem representar uma alternativa promissora, sobretudo, nos grandes

defeitos de reabsor¢do.*?

Os cimentos de ionomero de vidro modificados com resina (IVMR) foram
desenvolvidos para colmatar algumas das adversidades encontradas com os cldssicos cimentos
de iondmero de vidro, tais como a sensibilidade inicial a humidade e a baixa resisténcia
mecanica que apresentam e, por outro lado, mantendo e melhorando algumas das suas
vantagens clinicas. Aos componentes dos classicos iondmeros de vido foram adicionados
monomeros funcionais de resinas fotopolimerizaveis.*® Os cimentos de ionémero de vidro
modificados com resina sdo conhecidos por serem citotoxicos para as células.*”) Este mesmo
efeito citotoxico parece estar associado principalmente a libertacio de mondémero de
metacrilato de hidroxietil ndo convertido € o seu efeito ao nivel da polpa dentaria.®” Devido
ao seu baixo peso molecular e propriedades hidrofilicas, 0 mondmero tem a capacidade de se
difundir com relativa facilidade através dos tibulos dentinérios para o tecido pulpar, podendo
conduzir, posteriormente, a inflamacdo irreversivel.0? Segundo o fabricante, o Fuji Il LC ¢ um
ionémero de vidro modificado com resina com elevada resisténcia a flexdo e adesdo dentaria,
mesmo na presenca de saliva. Consequéncia de estudos durante 5 anos, o Fuji II LC apresentou

excelentes taxas de retengio em LCNC.CD

As resinas compostas permitem substituir tecidos dentarios perdidos, consequéncia da

RECI e restaurar a integridade da estrutura dentaria.®® O SDR™ dentsply consiste num



compdsito de resina fluida, utilizado como base, podendo ser aplicado num Unico incremento
com espessura de 4mm, atingindo a polimerizagao ap6s 20s de exposi¢do a uma intensidade de
luz superior a 50 mW/cm?. As propriedades das resinas compostas dependem do grau de
conversao da matriz da resina. No entanto, durante esta conversao, a libertagado de monomeros
pode conduzir ao aumento da citotoxicidade deste material. Foi demonstrada uma correlacao
positiva entre a dureza e o grau de conversdo. No entanto, a presenca de dentina esclerdtica
potencia uma menor adesdo face a dentina sa e contribui para as elevadas taxas de insucesso
das restauragdes em resina composta.©2-33) A baixa taxa de reten¢do das resinas compostas pode
ser também explicada pela flexdo continua que o dente sofre na regido cervical durante a

mastigagdo, que contrasta com o elevado modulo de elasticidade deste material restaurador.*

56)

Estudos ja realizados permitem verificar que as taxas de retengdo e descoloracdo
marginal de restauragdes de resina composta ao nivel da regido cervical ndo sdo afetadas pela
viscosidade do material, embora a resina composta de consisténcia fluida, como ¢ o caso do
SDR™ dentsply, apresentou uma boa adaptagdo marginal.?” Aquando da aplicagdo deste
material ¢ de extrema importancia a presenga de um isolamento adequado, pois este permite
um controlo efetivo da humidade dos microrganismos, durante todo o procedimento, por forma

a prevenir a microinfiltragdo.”

O Biodentine tem sido, frequentemente, reconhecido na literatura como um material
promissor, sendo um dos representantes dos cimentos a base de silicato tricalcico (Ca’SiO?)
utilizados em Medicina Dentéria, a par do MTA.®® Quanto aos seus aspetos positivos, a
literatura tem evidenciado as suas propriedades fisicas superiores: melhor manuseamento,
maior biocompatibilidade e ampla gama de aplicagdes clinicas.5”Os tempos de presa inicial,
descritos em diferentes estudos, variam entre 6 a 30 min, e a sua radiopacidade ¢
significativamente menor quando comparada com outros cimentos a base de silicato tricélcico.
Apresenta também boa resisténcia a compressao e flexdo, adequada microdureza e capacidade
de selamento, libertacdo de ides de calcio em quantidade superior face a outros cimentos a base
de silicato tricalcico.®® A atividade antimicrobiana é superior face a microorganismos
especificos como € o caso de Streptococcus sanguis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e
Candida Albicans, no entanto, ¢ menor contra Streptococcus mutans e Sreptococcus salivarius.

A sua citotoxicidade depende tanto da dose como do tempo.©®



Este material apresenta-se sob a forma de uma capsula que contem o p6 e uma ampola
que contém o liquido. Para fins de mistura, uma dose pré-medida de liquido ¢ derramada na
capsula e em seguida ¢ misturada recorrendo a uma maquina misturadora de amalgama. O p6
¢ composto por silicato tricalcico, silicato dicélcico, carbonato de célcio, 6xido de célcio, 6xido
de ferro e 6xido de zirconia. O liquido ¢ composto por cloreto de célcio e um polimero

hidrossolavel.(3%:60)

A Harvard® introduziu recentemente no mercado o Biocal®-CAP que consiste num
cimento de MTA modificado com resina, bioativo e fotopolimerizdvel que tem como principal
fung¢do protecdo pulpar direta e indireta, no tratamento de dentes tanto deciduos como
permanentes. A libertacdo de célcio e o seu elevado pH (pH 11) promovem a formagdo de
hidroxiapatite e de dentina tercidria, tendo a capacidade de criar um ambiente hostil para as

bactérias.

Segundo o fabricante, este material apresenta tolerancia a humidade, boa radiopacidade,
baixa solubilidade, rapida fotopolimerizacao (20s), o que permite continuar de imediato com o

tratamento, e propriedades tixotrdpicas.

Até o momento nao ha consenso sobre o material e protocolo ideal para reparagdo e
selamento de lesdes induzidas por processos de RECI. Procuramos, portanto, com este estudo
averiguar qual dos materiais atualmente no mercado mais frequentemente utilizados para esta
finalidade apresentaria as caracteristicas mais favoraveis do ponto de vista de resposta e
compatibilidade celular, bem como definir protocolos que nos possibilitassem avaliar de forma

reprodutivel a biocompatibilidade destes materiais.



OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram avaliar o comportamento celular dos fibroblastos
gengivais humanos, enquanto principais células periodontais, ao longo do tempo em diferentes
biomateriais utilizados nas restauracdes de RECI. Pretendeu-se ainda avaliar a influéncia do

tempo de presa dos diferentes materiais no comportamento celular.

As variaveis independentes foram o tipo de material, status do tempo de presa (material
recentemente misturado ou material com presa completa, quando aplicavel) e periodo de
exposicao. Ja as variaveis dependentes (indicadores de resposta celular) que foram consideradas

foram: viabilidade celular, proliferacdo e adesdo celular.

De forma a cumprir o objetivo principal definiu-se o seguinte objetivo especifico e

respetivas hipodteses:

Avaliar a influéncia que os diferentes biomateriais utilizados na restaura¢do de RECI,

tém no comportamento celular.

HO: Nao existem diferencas nas respostas celulares, quando colocadas em contacto

direto com diferentes biomateriais utilizados na restauracdo de RECI.

H1: Existem diferengas nas respostas celulares quando em contacto com diferentes

biomateriais utilizados na restauragao de RECI.
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MATERIAIS E METODOS

1. Desenvolvimento e desinfecao dos discos de suporte

Os discos de acrilico utilizados, neste estudo, foram desenhados em CAD ap6s producao
de respetivo ficheiro STL com o objetivo de testar diversos materiais para a confe¢do dos
discos. Por outro lado, foram utilizadas diferentes técnicas de descontaminagao prévias a cultura
celular, cujo efeito na mesma foi igualmente avaliado.

Foram parte integrante do ensaio de materiais a aplicar nos discos de suporte, os grupos

que constam na tabela 3.

Tabela 3 — Descrigdo dos grupos integrantes no ensaio dos discos de suporte.

DESIGNACAO (GRUPO) MATERIAL TRATAMENTO
Zr—BU - UV Zirconia Banho ultrassonico + Ultravioleta
Zr- AT Zirconia Autoclavagem
Acr—BU - UV Acrilico Banho ultrassonico + Ultravioleta
Acr - AT Acrilico Autoclavagem
Acr - ST Acrilico Sem tratamento

Todos os discos de suporte dos materiais em estudo foram produzidos com um didmetro
de 10 mm e altura 3mm e uma area de espagco de 8mm de didmetro e 1 mm de altura- Figura 2.
Os discos de zirconia foram fresados em ice zirkon translucent (Zirkonzhn, Gais/South Tyrol,
Italia) por técnica de fresagem na fresadora M5 (Zirkonzahn, Gais/South Tyrol, Italia). Os
discos utilizados em acrilico foram impressos com resina eaterwashable pionext grey plus
White (Shenzhen Piocreat 3D Technology Co., Ltd, JinChengYuan, LongHua District,
Shenzhen, China), na impressora pionext dj89 50um Layers (Shenzhen Piocreat 3D
Technology Co., Ltd, JinChengYuan, LongHua District, Shenzhen, China),

Para avaliacdo e selecdo do material e da técnica de desinfecdo a realizar previamente
aos ensaios com os materiais, os discos de suporte foram submetidos a diferentes protocolos de
desinfe¢do. Os discos foram colocados em falcons e lavados com 1ml de hipoclorito de sddio
(NaClO), por forma a que todos ficassem imersos. De seguida, removeram-se os discos para

tubos de centrifuga contendo 4gua destilada (H20d) e foram 10 min ao banho ultrassonico
11



(BU). Posteriormente, aspirou-se H20d e colocou-se etanol (EtOH), 10min em BU, e para
finalizar aspirou-se o conteido de EtOH e voltou-se a colocar EtOH novo e os discos foram

submetidos a UV durante 30min.

Figura 2 - Desenho esquemdatico dos discos de suporte.

Procedeu-se a realizacdo de avaliacdo da biocompatibilidade dos diferentes grupos de
materiais de suporte e respetivos protocolos de desinfe¢do, com N variavel, entre 4 a 6, nos
quais os discos de suporte esterilizados foram distribuidos em placas de 48 pocos (Corning

Inc®, Corning, Nova Iorque, EUA), de acordo com as metodologias de cultura celular

posteriormente descritas no ponto 3.

2. Preparacao geral dos materiais restauradores

Deste estudo, foram parte integrante os materiais restauradores em estudo ProRoot®
MTA Root Canal Repair Material, Biodentine™, GC Fuji Il LC®, SDR™ dentsply e Biocal®-

CAP (Harvard® dental company), como consta na tabela 4.
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Tabela 4 — Grupos e materiais restauradores incluidos no presente estudo.

DESIGNACAO (GRUPO)  NOME DA MARCA TIPO DE MATERIAL
ProRoot® MTA Root Cimento hidraulico de silicato de calcio
MTA set ) ) i
Canal Repair Material (Cimento a base de Portland)
Biodentine set Biodentine™ Cimento hidraulico de silicato de calcio
. ® Cimento de ionomero de vidro modificado
Fuji II GC Fuji 1 LC .
com resina
SDR SDR™ dentsply Composto de resina fluida reforgada
Biocal - CAP Biocal®-CAP Cimento de MTA modificado com resina
ProRoot® MTA Root Cimento hidraulico de silicato de calcio
MTA fresco ) . .
Canal Repair Material (Cimento a base de Portland)
Biodentine fresco Biodentine™ Cimento hidraulico de silicato de calcio

Todos os passos relativos a preparacdo dos materiais foram levados a cabo de acordo
com a técnica assética de manipulagdo, recorrendo a cAmara de fluxo laminar (Biobase®, Jinan,
China) com todo o material necessario a sua preparagao foi esterilizado/ ou desinfetado com
alcool a 70%. Todos os materiais restauradores foram preparados e adicionados aos discos de
suporte previamente otimizados e selecionados permitindo o preenchimento total do espaco
destinado nos discos de suporte de forma a obter-se uma area de superficie de contacto de

didmetro de 8 mm e uma altura de material de 1 mm.

Os materiais com presa prévia foram preparados 24h antes de serem colocados em
contacto com as células. Todos os materiais foram preparados de acordo com as normas do
fabricante.

O MTA set (ProRoot® MTA Root Canal Repair Material) foi preparado segundo as
proporg¢des indicadas pelo fabricante e devidamente espatulado em placa de vidro, previamente
esterilizada, com auxilio de uma espatula angulada até alcancgar a consisténcia ideal segundo o

fabricante, e distribuido por cinco discos de suporte.

No Biodentine set, a capsula de Biodentine™ foi aberta para a colocagdo de 5 gotas do

componente liquido e levada ao vibrador da marca durante 30s, com rotagdes entre as 4000-
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4200/min (Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, Franga). De seguida, o material foi distribuido

por 5 discos de suporte com o auxilio de espatula angulada, previamente esterilizada.

No Fuji II, a capsula de GC Fuji 11 LC® foi inicialmente ativada e colocada no vibrador
de amalgama durante 10s. O material foi seguidamente colocado nos discos de suporte e
submetido a fotopolimerizagdo durante 20s. No final, foi realizado o respetivo polimento com
borrachas do sistema enhance (Dentsply Sirona, Charlotte, Carolina do Norte, EUA) em peca

de mao (MESTRA, Espanha).

O SDR (SDR™ dentsply) foi aplicado através de pistola propria diretamente nos 5
discos de suporte e foram fotopolimerizados durante 20s. De seguida, procedeu-se ao respetivo
polimento com borrachas do sistema enhance (Dentsply Sirona, Charlotte, Carolina do Norte,

EUA) em peca de mao (MESTRA, Espanha).

O Biocal-CAP (Biocal ®-CAP), material fornecido em seringa, foi aplicado diretamente

nos 5 discos de suporte e fotopolimerizado durante 20s.

Durante a noite, todos os materiais preparados foram deixados numa placa de 48 pogos
numa incubadora adaptada (Memmert®, Schwabach, Alemanha) em condi¢des ambientais

controladas: 5% Dioxido de Carbono (CO?), humidade 98% e uma temperatura de 37°C.

No proprio dia da cultura celular foram preparados os materiais sem presa tomada: MTA
fresco (ProRoot® MTA Root Canal Repair Material) e Biodentine fresco (Biodentine™) tal

como descrito anteriormente e aplicados cada um em 5 discos de suporte.
Posteriormente foi realizado os ensaios de avaliagdo da biocompatibilidade dos

diferentes grupos de materiais restauradores em estudo, com N=5 para cada grupo de acordo

com as metodologias de cultura celular seguidamente descritas.
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3. Culturas celulares e avaliacao da biocompatibilidade celular

Por forma a mimetizar as condi¢des in vivo, foi utilizada uma linhagem humana
primaria imortalizada, os Fibroblastos Gengivais Humanos (HGF-hTERT, AMB® Canada)
recorrendo a uma sexta passagem de cultura. Estas sdo células primarias obtidas através de
biopsia de tecido normal gengival e condicionalmente imortalizadas pelo gene hTERT Estes
ultimos foram obtidos a partir do repositorio da ATCC® (CRL11372™ ; American Culture
Collection, Manassas, Virginia, EUA). Toda a manipulacdo das culturas celulares foi levada a
cabo de acordo com a técnica assética de manipulagao, recorrendo a cdmara de fluxo laminar

(Biobase®, Jinan, China).

As células encontravam-se congeladas em azoto na fase liquida num crioconservador
Arpege 70 (Air Liquide, Franga). Foram retiradas do azoto liquido e descongeladas no banho a
37°C, por um tempo nao superior a 2 min. O conteudo dos criotubos foi transferido para tubos
de centrifuga tipo Falcon™ de 15ml, com meio de cultura composto por uma mistura de DMEM
(Dulbecco's modified Eagle's medium - Lonza®, Suica), 10% de Soro Bovino Fetal (Biowest®,
Franga) e 1% Penicilina com streptomicina (G255 Applied Biological Materials Inc, Richmond,
BC, Canada). As células foram centrifugadas a 777rpm (correspondente a 125g) durante 5 min.
Apo6s aremocao do sobrenadante sem desorganizagdo do pellet, as células foram ressuspendidas
no volume de 15ml de novo meio num frasco de cultura de 75 cm® (VWR™, Radnor,

Pensilvania, EUA).

As células foram seguidamente cultivadas numa incubadora adaptada (Memmert®,
Schwabach, Alemanha) em condi¢des ambientais controladas: 5% Dioxido de Carbono (CO?),
humidade 98% e uma temperatura de 37°C. O meio de cultura do frasco foi trocado apos 1 dia

de cultura inicial e durante a fase de multiplicagdo e crescimento a cada 2 dias.

Quando as células atingiram uma confluéncia de aproximadamente 90%, procedeu-se
ao destacamento enzimatico destas cé¢lulas da superficie de crescimento, utilizando Tripsina —
EDTA (Lonza™, Basileia, Suiga). Esta enzima proteolitica € utilizada para cultivo de células
primarias, uma vez que, fragmenta o tecido e cliva ligacdes entre as células, ao quebrar as
proteinas nos grupos carboxilos dos aminodcidos lisina e arginina, existentes na parede celular.

Desta forma, cria-se uma suspensao de células unicas.
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A contagem do numero de células vidveis foi efetuada recorrendo a contagem na camara
de Neubauer (Laboroptik, Ltd., Lancing, Reino Unido) com recurso a coloracdo de células
mortas por Trypan-Blue (AMRESCO®, Solon, Ohio, EUA), num microscépio invertido de
contraste de fase (Olympus CK2). Foi preparada uma suspensdo de cé¢lulas com volume final.
Utilizando uma micropipeta de 20-200 pl com uma ponta estéril, retiraram-se 30ul dessa
suspensao, foram transferidos para um tubo de Eppendorf e foram posteriormente misturados e
homogeneizados com 30ul de Trypan-Blue. Com uma pipeta foi retirado 10ul da suspensao
celular com Trypan-Blue e aplicado num hemocitometro. Com microscépio 6tico, foram
focadas as linhas da grelha constituidas por 16 pequenos quadrados e contadas as células vivas
(células ndo tingidas por Trypan-Blue) presentes no interior de todos estes quadrados. De
acordo com o protocolo preconizado, ¢ adotado um sistema de contagem de células das linhas
superiores e das linhas direitas, ndo se contabilizando as que se encontram nas linhas inferiores
e nas linhas esquerdas dos quadrados. Ao contarmos o numero de células presentes em cada
conjunto de 16 quadrados, realizou-se a média dos 4 conjuntos de 16 quadrados, multiplicou-
se por 10 000 e dividiu-se por 0,5, por forma a obter-se uma dilui¢do correta devido a adi¢ao
do Trypan-blue. Obteve-se assim, uma quantidade de células necessdrias para cada ensaio,
garantindo uma densidade de 1x10* células em 500ul de meio de cultura por pogo, permitindo

manter o comportamento desta linhagem imortalizada.

Os discos de suporte esterilizados foram distribuidos em placas de 48 pocos (Corning

Inc®, Corning, Nova Iorque, EUA), com um N=5 para cada grupo por ensaio.

3.1 Viabilidade celular

A viabilidade celular e proliferacao foram avaliadas utilizando um ensaio de viabilidade
baseado na redu¢do de rezasurina em resasorfina com o reagente Cell-TiterBlue® (Promega®,
Madison, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante. Este permite medir a atividade
metabolica celular baseada na conversdo do corante azul ndo-fluorescente de rezasurina pelas

mitocondrias num produto fluorescente irreversivel de resasorfina.

A taxa de conversdo do corante azul ndo-fluorescente (possivel apenas em mitocondrias
de células viaveis) foi determinada como intensidade de fluorescéncia em unidades de

fluorescéncia arbitraria (UA), depois de, 1, 3, 7 dias de cultura.
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A intensidade de fluorescéncia foi detetada a comprimentos de onda de excitacdo
530/30nm e emissdo 595/10nm utilizando um leitor multimodo de microplacas (VICTOR

Nivo™ HH3500, perkinElmer®, Pontyclum, Reino Unido).

4. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software IBM® SPSS 28.0 para Mac
(SPSS, Chicago, EUA) e Graphpad Prism 8 para Windows (GraphPad Software, Inc. San Diego
CA, EUA).

A confirmagdo da distribuicdo normal das amostras foi realizada para varios grupos
através dos testes Shapiro-Wilk e Kolgromov-Smirnov. A comparac¢do entre grupos para a
viabilidade celular foi realizada com base na andlise da variancia em 1 sentido (One-way
ANOVA) e a andlise de variancia em 2 sentidos de medidas repetidas com recorréncia (7wo-
way repeated measures - ANOVA), com recurso a testes post-hoc Tukey's para identificar
diferencas estatisticamente significativas entre grupos. O nivel de significancia foi estabelecido

a p< 0,05 . Todos os resultados foram apresentados como uma média + desvio padrdo (DP).

4.1 Calculo dimensional da amostra e poder estatistico

A estimativa da dimensdo da amostra para cada uma das hipoteses testadas foi realizada
com base numa taxa de erro tipo I (o) de 0,05 e de poder estatistico de 0,80 (J3).

Foi determinado através de um simulador para calculo do poder estatistico G*Power 3.
1.9.0. for Mac, (Dussldorf, Alemanah) ¢ foi determinado um N de 4 ¢ 6 para os discos de
suporte ¢ um N=15 para cada grupo de materiais como necessario para detetar uma dimensao

de efeito de 1,4 tendo em conta o poder estatistico definido (0,80).
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RESULTADOS

1. Culturas e comportamento celular — Discos de Suporte e protocolos de

desinfecao

1.1 Viabilidade

De acordo com os resultados obtidos para a viabilidade celular, observou-se um
aumento ao longo do tempo no grupo Zr — BU - UV (Zircénia - Banho ultrassonico -
Ultravioleta). Nos grupos Acr — BU — UV (Acrilico — Banho ultrassonico — Ultravioleta) e Acr
— AT (Acrilico — Autoclavagem), verificou-se um aumento de viabilidade das 24h para as 48h.
Ja no grupo Acr- ST (Acrilico — Sem tratamento) verificou-se uma manutenc¢ao dos resultados

de viabilidade ao longo do tempo.

Nos grupos grupo Zr — BU - UV (Zirconia - Banho ultrassénico - Ultravioleta) e Acr —
BU — UV (Acrilico — Banho ultrassénico — Ultravioleta) os resultados parecem aumentar ao
longo do tempo contrariamente aos restantes grupos. As 24h o grupo Zr — BU - UV (Zircénia -
Banho ultrassonico - Ultravioleta) apresenta resultados de viabilidade celular estatisticamente
superiores a todos os grupos em estudo. As 48h o grupo Zr-AT (Zirconia - Autoclavagem)
apresenta resultados de viabilidade celular estatisticamente superiores a todos os grupos em
estudo. As 72h o grupo Zr — BU - UV (Zirconia - Banho ultrassonico - Ultravioleta) apresenta

resultados de viabilidade celular estatisticamente superiores a todos os grupos em estudo.

Ao realizar o teste two-way ANOVA de medidas repetidas com o teste post-hoc de
Tukey verificaram-se diferencas estatisticamente significativas entre as médias dos grupos Zr
—BU - UV (Zirconia - Banho ultrassonico - Ultravioleta), Acr-AT (Acrilico — Autoclavagem)
e Acr -ST (Acrilico — Sem tratamento) e entre as médias do grupos Acr — BU — UV (Acrilico
— Banho ultrassonico — Ultravioleta), Acr -AT(Acrilico — Autoclavagem) e Acr -ST (Acrilico —

Sem tratamento), ao longo do tempo (p<0,05).
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Grdfico 1 - Resultados da viabilidade celular como média +/- desvio padrdo em unidades
arbitrarias de intensidade de fluorescéncia (UA) dos grupos Zr — BU — UV (Zirconia - Banho
ultrassonico - Ultravioleta), Acr — BU — UV (Acrilico - Banho ultrassonico - Ultravioleta), Zr
— AT (Zirconia - Autoclavagem), Acr — AT (Acrilico - Autoclavagem), Acr — ST (Acrilico — Sem

tratamento) as 24h de cultura.
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Grdfico 2 - Resultados da viabilidade celular como média +/- desvio padrdo em unidades
arbitrarias de intensidade de fluorescéncia (UA) dos grupos Zr — BU — UV (Zirconia - Banho
ultrassonico - Ultravioleta), Acr — BU — UV (Acrilico - Banho ultrassonico - Ultravioleta), Zr
— AT (Zirconia - Autoclavagem), Acr — AT (Acrilico - Autoclavagem), Acr — ST (Acrilico — Sem

tratamento) as 48h de cultura.
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Grdfico 3 - Resultados da viabilidade celular como média +/- desvio padrdo em unidades
arbitrarias de intensidade de fluorescéncia (UA) dos grupos Zr — BU — UV (Zirconia - Banho
ultrassonico - Ultravioleta), Acr — BU — UV (Acrilico - Banho ultrassonico - Ultravioleta), Zr—
AT (Zirconia - Autoclavagem), Acr — AT (Acrilico - Autoclavagem), Acr— ST (Acrilico — Sem

tratamento) as 72h de cultura.

20



Viabilidade

<
~ 2x10°+
.g * B Zr-BU-UV
3 O Zr-AT
2 1.5x10° |
o . O Acr-BU-UV
_S . I O Acr-AT
Z 1x10°1 . s K B B Acr-ST
< O Controlo
:C': 5x108s
=
&
E 0- - - - - =

> o v

Tempo (h)

Grdfico 4 - Resultados da viabilidade celular como média +/- desvio padrdo em unidades
arbitrarias de intensidade de fluorescéncia (UA) dos grupos Zr — BU — UV (Zirconia - Banho
ultrassonico - Ultravioleta), Acr — BU — UV (Acrilico - Banho ultrassonico - Ultravioleta), Zr
— AT (Zirconia - Autoclavagem), Acr — AT (Acrilico - Autoclavagem), Acr — ST (Acrilico — Sem
tratamento) as 24h, 48h e 72h de cultura.

2. Culturas e comportamento celular - Materiais

2.1. Viabilidade
De acordo com os resultados obtidos para a viabilidade celular, o grupo do Biocal-CAP
(Biocal®-CAP) apresentou resultados de viabilidade celular estatisticamente superiores a todos
os grupos em estudo, sendo seguido pelo grupo do Fuji IT (GC Fuji I LC®). No 1° dia, grupo
do Biocal-CAP (Biocal®-CAP) apresentou resultados de viabilidade celular estatisticamente
superiores a todos os grupos em estudo. No 3° dia, os resultados entre grupos ndo diferiram
muito entre si. Ja no 7° dia, o grupo Biocal-CAP (Biocal®-CAP) apresenta resultados de

viabilidade celular estatisticamente superiores a todos os grupos em estudo.

Ao realizar o teste two-way ANOVA de medidas repetidas com o teste post-hoc de
Tukey verificou-se diferengas estatisticamente significativas do Biocal-CAP (Biocal®-CAP)
face aos restantes materiais ao longo do tempo. Ao 3° dia também se verificaram diferencas
estatisticamente significativas entre o Fuji II (GC Fuji I LC®) e 0 MTA set (ProRoot® MTA
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Root Canal Repair Material) € ao 7° dia entre o Biodentine set (Biodentine™) e o0 MTA set

(ProRoot® MTA Root Canal Repair Material) (p<0,05).

Viabilidade 1 dia
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Grdfico 5 — Resultados da viabilidade celular como média +/- desvio padrdao em unidades
arbitrarias de intensidade de fluorescéncia (UA) dos grupos MTA set (ProRoot® MTA Root
Canal Repair Material), Biodentine set (Biodentine™), Fuji II (GC Fuji II LC®), SDR (SDR™
dentsply), Biocal-CAP (Biocal®-CAP), Biodentine fresco (Biodentine™), MTA fresco
(ProRoot® MTA Root Canal Repair Material) ao 1°dia de cultura.
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Grdfico 6 — Resultados da viabilidade celular como média +/- desvio padrdo em unidades
arbitrarias de intensidade de fluorescéncia (UA) dos grupos MTA set (ProRoot® MTA Root
Canal Repair Material), Biodentine set (Biodentine™), Fuji II (GC Fuji II LC®), SDR (SDR™
dentsply), Biocal-CAP (Biocal®-CAP), Biodentine fresco (Biodentine™), MTA fresco
(ProRoot® MTA Root Canal Repair Material) ao 3° dia de cultura.
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Grdfico 7 — Resultados da viabilidade celular como média +/- desvio padrdao em unidades
arbitrarias de intensidade de fluorescéncia (UA) dos grupos MTA set (ProRoot® MTA Root
Canal Repair Material), Biodentine set (Biodentine™), Fuji II (GC Fuji II LC®), SDR (SDR™
dentsply), Biocal-CAP (Biocal®-CAP), Biodentine fresco (Biodentine™), MTA fresco
(ProRoot® MTA Root Canal Repair Material) ao 7° dia de cultura.

23



DISCUSSAO

O presente estudo foi um estudo piloto, sendo por isso um estudo de singular
importancia no que diz respeito a possibilidade de testar e avaliar parametros e protocolos de

atuacado, por forma a planear de forma mais cuidada estudos futuros nesta mesma area.

Para alcancar o objetivo inicialmente proposto foi desenvolvido um modelo de estudo
que permitisse a testagem dos materiais de forma reprodutivel e que pudesse também ele ser
aplicado em estudos futuros relacionados com esta tematica. O desenvolvimento deste mesmo

modelo de estudo foi bem sucedido.

Para tal, foi inicialmente concebido um ficheiro STL para a producdo de discos de
suporte, criado um protocolo de descontaminagdo para os discos de suporte e procedeu-se ao
estudo do comportamento celular face a dois materiais: Zirconia e Acrilico. Estes discos de
suporte foram criados com o intuito de se alcancar uma estabilizacdo efetiva para os materiais
restauradores aquando do contacto com as células. O comportamento celular dos seguintes
materiais restauradores foi, posteriormente avaliado. Este estudo piloto incluiu um material

recente com poucos estudos associados, que se tratou do Biocal — CAP (Biocal®-CAP).

Relativamente, a confecdo dos discos depardmo-nos com algumas dificuldades em
alcangar o ficheiro STL mais indicado, na medida em que nos encontrdvamos limitados pela

dimensdo dos pocos da placa de 48.

Relativamente, a escolha do material para os suportes, foram testados dois materiais:
Zirconia e Acrilico. Estes foram submetidos a diferentes técnicas de descontaminagdo e
verificou-se que a zirconia apresentou niveis mais adequados de biocompatibilidade, sendo o
banho ultrassénico, seguido da aplica¢do da radiacdo ultravioleta, a modalidade de tratamento
que apresentou uma menor influéncia no comportamento celular. Estes resultados encontram-
se em concordancia com a literatura, visto que, a zirconia tem apresentado resultados superiores
face ao acrilico.®® Idealmente, a escolha recairia sobre a zirconia, no entanto, o0 comportamento
apresentado pelo acrilico também foi satisfatorio, ndo havendo diferengas no comportamento
da Zr-BU-UV (Zircénia - Banho ultrassonico - Ultravioleta), e Acr -BU-UV (Acrilico - Banho
ultrassonico — Ultravioleta), o que nos poderia conduzir a escolha de ambos. No entanto, o

acrilico apresenta uma melhor relaciao beneficio/custo, o que conduz a uma maior acessibilidade
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ao fabrico de um maior niimero de suportes. Foram estas as principais razdes que levaram a
escolha do acrilico em detrimento da zirconia.

Nao existindo nenhum consenso na escolha do material ideal a aplicar em contextos de
RECI, foram incluidos, neste estudo, os materiais mais comumente utilizados.?” Inclui-se um
novo material, Biocal-CAP (Biocal®-CAP), cujo proprio fabricante ndo indica a sua aplicagao
em contexto de RECI, testando assim desta forma, se o comportamento de fibroblastos em
contacto com este material o torna compativel com esta possivel aplicagdo, no que respeita. A
resposta bioldgicas. Procurou-se colocar os materiais em contacto direto com as células,

aproximando o maximo possivel do contexto que se verifica na cavidade oral.

De forma geral, comparando todos os materiais, o Biocal-CAP (Biocal®-CAP) parece

ter um comportamento de maior biocompatibilidade, ao longo do tempo. O Fuji II (GC Fuji II
LC®) foi o segundo material que se destacou. Nos estudos de Michel et al, verificou-se que o

Fuji IT (GC Fuji I LC®) parece ser significativamente menos tdxico sendo que, as células

humanas primérias se ligam a este mesmo material in vitro.®?

Em comparacdo dos materiais ProRoot® MTA Root Canal Repair Material e
Biodentine™ nos diferentes estados de presa, ndo se verificaram diferengas significativas, com
a excecdo ao 3° dia o MTA set (ProRoot® MTA Root Canal Repair Material) apresentou
resultados inferiores comparativamente ao MTA fresco (ProRoot® MTA Root Canal Repair
Material) (p=0,047); e ao 7° dia o0 MTA set (ProRoot® MTA Root Canal Repair Material)
apresentou resultados inferiores em relagio ao Biodentine set (Biodentine™) (p=0,022).
Estudos revelam uma biocompatibilidade semelhante entre o Biodentine™ e 0 ProRoot® MTA
Root Canal Repair Material, observando, ainda, auséncia de citotoxicidade para o

Biodentine™ (61.62.63)

No caso dos discos de suporte que continham o Biocal-CAP (Biocal®-CAP) estes, ndo
apresentaram resisténcia face as variagdes dimensionais dos materiais. Este fendmeno
verificou-se logo nas primeiras 24h de incubacdo. A superficie topografica dos biomateriais
constitui um fator importante que determina a forma como as células interagem com os
mesmos. Tendo em conta, que existe uma rugosidade considerada 6tima face a adesdo celular,
¢ de destacar as diferentes rugosidades aparentes macroscopicamente que se verificaram nos
materiais que foram testados com potencial para influenciar o comportamento celular. No
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entanto, ¢ considerando que a rugosidade ndo foi um parametro avaliado neste estudo, sera
importante em estudos futuros determinar os valores de rugosidade dos diferentes materiais e a

contribuicdo desta varidvel para o comportamento celular.

Tratando-se este de um estudo in vitro, os resultados que se obtiveram nao podem ser
extrapolados diretamente para a atividade clinica. Neste estudo, foram utilizadas linhagens
celulares e ndo células primarias. O protocolo elaborado no presente estudo, procurou ser o
mais fiel possivel ao procedimento clinico, dai derivou a incapacidade de padronizacdo da

superficie e da sua rugosidade, a semelhanca do que acontece em contexto clinico.

Estudos futuros deverdo procurar verificar outros fatores relevantes, com a
caracteriza¢cao mais abrangente do comportamento celular, incluindo o perfil de diferenciagao,
expressdo de proteinas relacionadas com a adesdo, expressdo de genes relevantes para o
selamento conjuntivo e epitelial, estudos microbioldgicos e estudos mecanicos dos materiais e

propriedades de superficie.

Além de estudos in vitro ¢, sem davida, também importante a realizagdo de estudos in
vivo, em sistemas bioldgicos mais complexos, por forma a validar a aplicagdo clinica no
contexto de RECI.

Apesar das suas limitacdes, este estudo piloto desenvolveu modelos de estudo que

contribuem para a sua reprodutibilidade e promovem a sua aplicabilidade em estudos futuros.
Os resultados face ao novo material, Biocal®-CAP, parecem promissores, no entanto,

carecem de mais estudos. Para a confirmagdo das propriedades mecanicas e quimicas dos

presentes materiais mais estudos deverdo ser realizados.
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CONCLUSAO

Dentro das limitagdes deste estudo, foi possivel concluir que o Biocal-CAP (Biocal®-
CAP), podera representar um material promissor no que respeita a sua biocompatibilidade com
células periodontais, podendo eventualmente considerar-se a sua aplicabilidade clinica a
reparagdo de RECI no que respeita a compatibilidade bioldgica. No entanto, mais estudos serdo
necessarios por forma a comprovar a sua adequacdo do ponto de vista mecanico e

microbiologico.
Portanto, sera importante continuar a testar estes e outros materiais que possam

realmente marcar a diferenca em contextos de RECI, de forma a confirmar a existéncia de

vantagens bioldgicas na sua utilizacdo.
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