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RESUMO

O alginato ou hidrocoldide irreversivel ¢ um dos materiais de molda-
gem mais aceitos e utilizados na Odontologia. Algumas substancias pre-
sentes nesses pode levar toxicidade. O estuto foi avaliar a citotoxicidade
de alginatos de uso odontoldgico. Foram avaliados quatro diferentes
alginatos divididos em 4 grupos, assim denominados: Ava Gel, New
Print, Kromopan e Hydrogum. Trés grupos controle também participa-
ram Controle positivo (C+) constituido pelo detergente celular Tween
80, controle negativo (C-) PBS, e controle de célula (CC) onde as células
nao foram expostas a nenhum material. Apds manipulacdo dos mate-
riais seguindo as orientagdes do fabricante foi confeccionado corpos
de prova utilizando-se anéis de silicone. Em seguida os mesmos foram
imersos em meio minimo essencial de Eagle (MEM) por 2 min, onde en-
tao procedeu-se a remogao do sobrenadante e colocagdo em contato com
fibroblastos L929. Apds contato com o meio as células foram incubadas

por mais 24 h onde entao foram adicionados 100ml do corante vermelho
neutro a 0,01%. Novamente as células foram incubadas por 3 h para que
as mesmas incorporassem o corante. Passado esse periodo as mesmas
foram fixadas e entdo, realizada contagem de células vidveis em espec-
trofotometro (BioTek, Winooski, Vermont, USA) em um comprimento
de onda de 492nm. Os resultados demonstraram diferencas estatisticas
entre os grupos CC e C-com os demais (P<0.05). Auséncia de diferen-
ca estatistica ocorreu entre os grupos Ava Gel, New Print, Kromopan e
Hydrogum (P>0.05). Pode-se concluir com a realizagao desse trabalho
que todos os alginatos testados mostraram carater citotoxico.

PALAVRAS-CHAVE: Citotoxicidade; Materiais para Moldagem Odon-
toldgica; Técnicas de Cultura de Células; Fibroblastos.

INTRODUCAO

Os testes de biocompatibilidade, efeitos carcinogénicos e muta-
génicos de materiais odontoldgicos sao de extrema importancia,
uma vez que na odontologia diferentes tipos de materiais utili-
zados para variados procedimentos operatorios podem entrar
em contato com células da mucosa oral, gengiva marginal e/ou
do complexo dentinopulpar. Diversos estudos tém chamado a
atengao para a relevancia de se verificar o grau de citotoxici-
dade dos materiais odontolégicos, considerando este um passo
importante antes de sua aplicagao clinica na cavidade bucal 2.

Dentre esses materiais cita-se em especial o alginato de uso
odontolégico, que é um material de moldagem classificado
como hidrocoldide irreversivel, de facil manipulagao, boa capa-
cidade de reproducao de detalhes, barato e confortavel para o
paciente®. Por isso, esse material é de uso corriqueiro na pratica
odontolégica didria. Apesar de facil manipulagao, nem sempre
se consegue moldagens perfeitas, principalmente nas primeiras
experiéncias dos alunos com o paciente, levando, muitas vezes,
a repeticdo deste procedimento®.

Metais pesados e particulas de silica podem fazer parte da com-
posicao do po6 de alginato e trazer algum risco de toxicidade
para o profissional e/ou paciente. Dentre os metais figura o
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Chumbo, presente no p6 ou como impureza, ou para aprimorar
as propriedades elasticas do material apds a sua geleificagao®.

A intoxicagdo com alginato pode dar-se por inalacdo do p6 pelo
paciente e profissional, ingestao acidental pelo paciente e absor-
¢ao pela mucosa oral em casos de repetidas moldagens>”.

Durante uma moldagem, o alginato entra em contato intimo,
por um tempo de cerca de 2 minutos, com a mucosa oral que é
altamente vascularizada e possui grande potencial de absorcao.
Assim sendo, a repeticdo de moldagens consecutivas poderia
causar certo grau de toxicidade para o paciente, dependendo da
composicao do material °.

Baseado nessa premissa o objetivo do presente trabalho foi ava-
liar a citotoxicidade em culturas de células de quatro diferentes
alginatos de uso odontoldgico.

MATERIAL E METODO

Cultura de células

A linhagem celular utilizada foi 1.929 obtido do American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD) (fibroblasto de camun-
dongo) cultivada em meio minimo essencial de Eagle (MEM)
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(Cultilab, Campinas, Sao Paulo, Brazil) suplementado com 2
mM de L-glutamina (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), 50 mg/
ml de gentamicina (Schering Plough, Kenilworth, New Jersey,
USA) , 2,5 mg/ml de fungizona (Bristol-Myers-Squibb, New
York, USA), 0.25ml soluc¢ao de bicarbonato de sédio (Merck,
Darmstadt, Germany), 10 mM of HEPES (Sigma, St. Louis, Mis-
souri, USA), e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campi-
nas, Sao Paulo, Brazil) e mantida a 37 °C em ambiente contendo
5% de CO,

Alginatos avaliados

A amostra foi composta de quatro diferentes alginatos odonto-
logicos divididos em quatro grupos: Ava Gel, New Print, Kro-
mopan e Hydrogum.

Confecgio dos corpos de prova

Para confeccao dos corpos de prova, o material foi manipula-
do por 1 minuto utilizando-se cubeta de borracha e espatula
plastica seguindo as recomendagdes do fabricante. Apds corre-
ta homogeinizagao, o alginato f6i inserido em aneis de silicone
nas dimensdes de 4 mm de didmetro e 4mm de altura, até sua
completa geleificagao.

Controles

Para verificar a resposta celular frente aos extremos, outros trés
grupos foram inseridos, grupo CC (controle de célula) o qual
as células ndo foram expostas a nenhum material, grupo C+
(controle positivo) constituido de um detergente Tween 80 (Po-
lioxietileno-20-Sorbitan) C- (controle negativo), Soluc¢ao de PBS
(Phosphate-bufferid saline).

Ensaio de citotoxicidade dos materiais

Os materiais foram esterilizados previamente por exposi¢ao
a luz U.V. (Labconco, Kansas, Missouri, USA) durante 1 hora.
Em seguida, trés amostras de cada material foram colocadas em
placas de 24 pogos contendo meio de cultura (MEM) (Cultilab,
Campinas, Sao Paulo, Brazil). A cada 24h o meio de cultura foi
substituido por meio novo e os sobrenadantes coletados apds
24, 48, 72 e 168 horas (7dias), e avaliados quanto a toxicidade
para as células L929. Os sobrenadantes foram colocados, em
triplicata, em uma placa de 96 pogos contendo monocamada
confluente de 1929 e incubados por 24 horas a 37 °C em am-
biente contendo 5% de CO, Terminado o tempo de incubagao, o
efeito na viabilidade celular foi determinado através da técnica
“dye-uptake”, descrita por Neyndorff et al.? (1990), com pequenas
modificagdes. Apds 24 horas de incubagao, foram adicionados
100ml de vermelho neutro a 0,01% (Sigma, St. Louis, Missou-
ri, USA), em meio de cultura, em cada pogo das microplacas e
estas foram incubadas a 37°C por 3 horas para penetracao do
corante nas células vivas. Passado esse periodo, apds desprezar
o corante, foram adicionados 100ml de solugao de formaldei-
do (Reagen) a 4% em PBS (NaCl 130 mM; KCI 2 mM; Na,HPO,
2H,0 6 mM; K, HPO, 1mM, pH7,2) por 5 minutos, para promo-
ver a fixagdo das células as placas. Em seguida, para a extra¢ao
do corante, foram adicionados 100ml de uma solugdo de acido
acético (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) a 1% com metanol (Reagen,
Rio de Janeiro, Brasil) a 50%. Apés 20 minutos a leitura foi rea-
lizada em espectrofotometro (BioTek, Winooski, Vermont, USA)
em um comprimento de onda de 492nm (1 = 492 nm).

Rev Odontol Bras Central 2010;18(48):22-25

No presente trabalho, foram cumpridos todos os principios éti-
cos contidos na Declaragao de Helsink (2000), além do atendi-
mento a legislagdes especificas brasileiras quanto a realizagao
de experimentagao cientifica utilizando-se culturas de células.

Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do progra-
ma SPSS 13.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois). Analise estatistica
descritiva incluindo média e desvio padrao, foram calculados
para os grupos avaliados. Os valores da quantidade de células
viaveis foram submetidos a anadlise de varidncia (ANOVA) para
determinar se havia diferencas estatisticas entre os grupos, e
posteriormente ao teste de Tukey

RESULTADOS

Os resultados demonstraram diferengas estatisticas entre os
grupos CC e C- com os demais (P<0.05). Auséncia de diferenga
estatistica ocorreu entre os grupos Ava Gel, New Print, Kromo-
pan e Hydrogum (P>0.05).

Tabela 1. Média, desvio padrao, percentagem de células vidveis e andlise estatis-
tica dos grupos avaliados.

Grupos Média Celulas Viaveis % Células Viaveis Estatisticas
Ava Gel 545,87 (100,2) 42,88 A
New Print 588,87 (109,24) 46,25 A
Kromopan 563,75 (74,45) 44,28 A
Hydrogum 651,12 (100,51) 51,14 A
C+ 67 (2,20) 5,26 B
C- 1111,5(67,85) 87,31 C
CC 1273,75(125,71) 100 C

M. Cel: valores médios da quantidade de células viaveis;
DP: Desvio padrao;
Est: Estatistica, onde letras iguais representam auséncia de diferencas estatisticas.

Com relagao a viabilidade celular o grupo CC demonstrou
maior viabilidade seguido do grupo C-, Hydrogum, New Print,
Kromopan e Avagel. O grupo com menor viabilidade celular foi
o grupo C+.

DISCUSSAO

O alginato ¢ um dos materiais de moldagem mais aceitos e
utilizados na Odontologia. Os fabricantes produzem o pd de
alginato contendo varios componentes, com diferentes finali-
dades. Muitas substancias como zinco, bario, cadmio, silicatos
de chumbo e fluoretos, sao adicionados em algumas marcas co-
merciais com o objetivo de melhorar suas propriedades fisicas,
quimicas e mecanicas, causando preocupagao no que se refere a
toxicidade desse material’.
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O alginato tem a capacidade de afetar a habilidade das células
em se reproduzirem’. Isto é, a substancia pode nao ser tdxica o
suficiente para matar as células, mas é toxica para inibir o cres-
cimento celular ou, em pequena escala, afetar a fungao celular
normal. O significado clinico disso é que, enquanto um dnico
contato pode ndo causar sintomas clinicos, contatos repetidos
com o material, que altera ou afeta a viabilidade das células,
pode resultar em reacdo toxica tardia ou alérgica. Dessa forma,
o presente trabalho teve como objetivo avaliar a citotoxicidade
de quatro alginatos pertencentes a familia Jeltrate em cultura
de células.

A utilizagdo de cultura de células vem sendo utilizada como
parte de uma série de testes recomendados para avaliar o com-
portamento bioldgico dos materiais a serem colocados em con-
tato com tecidos humanos!®'2. Neste estudo, testes de citotoxici-
dade foram realizados para avaliar a citotoxicidade de alginatos
de uso odontolégico. Utilizou-se linhagem de célula 1.929 (fibro-
blastos de camundongos), bastante utilizada quando se deseja
avaliar a citotoxicidade de materiais de uso odontologico'>6.

O tempo de avaliagao no presente foi de 2 minutos, tempo ma-
ximo que o alginato permanece na cavidade bucal durante o
procedimento de moldagem. Apds contato dos corpos de pro-
va com o meio de cultura, foi coletado o sobrenadante do meio
de cultura que foi entdo colocado em contato com as células. A
escolha de contato indireto baseia-se na premissa de que, se os
corpos de prova tocassem as células, esses poderiam danifica-
las, interferindo nos resultados como sugerido por Costa et al.'”
(2001).

Os resultados do presente trabalho demonstraram que todos
os alginatos apresentaram citotoxicidade quando comparado
ao controle de célula e ao controle negativo (C-). O Hydrogum
demonstrou maior viabilidade celular seguido do New Print,
Kromopan e Ava Gel.

Visando avaliar a resposta celular frente a situagdes extremas,
foi inserido ao trabalho um grupo controle positivo (C+) que
teve como fungao gerar lesdes as células. O material utiliza-
do como controle positivo foi o Tween, que é um surfactante
nao-idnico, toxico para as membranas biologicas'®, constituido
por ésteres de acidos graxos de polioxietileno sorbitol, que tem
como caracteristicas estimular a secrecao de proteinas em mi-
crorganismos®, além de alterar a morfologia e a superficie da
parede celular®. Como esperado o controle positivo apresentou
alta toxicidade, sendo diferente estatisticamente de todos outros
grupos (P<0.05).

O grupo Controle negativo constituiu-se de uma solugao de
PBS (Phosphate-bufferid saline), reconhecidamente nado tdxica
as células, esse controle visou avaliar apenas a agao fisica sobre
as células. Esse demonstrou baixa citotoxicidade, com ausén-
cia estatistica com o grupo controle de célula, o qual nenhuma
substancia foi colocada em contato com as células. Apesar de
todos alginatos testados terem demonstrado citotoxicidade, é
importante priorizar dentre esses, o que possui menor toxicida-
de celular quando da sua aquisigao.
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CONCLUSOES
Pode-se concluir com a realizagao desse trabalho que:

Todos os alginatos avaliados mostraram potencial téxico as
células.
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ABSTRACT

Alginate or irreversible hydrocolloid is one of the most accepted and
used impression materials in dentstry. Some substances present in these
can lead toxicity. The aim of this study was to evaluate the cytotoxicity
of dental alginate of use. Was evaluated four different alginate divided
into 4 groups, so called: Ava Gel, New Print, Kromopan e Hydrogum.
Three control groups were also included: Group C+ (positive control),
consisting of detergent Tween 80; Group C — (negative control), consis-
ting of PBS, and Group CC (cell control), consisting of cells not expo-
sed to any material. After manipulating the materials according to the
manufacturer’s instructions, samples were made by using silicon rings.
Next, the samples were immersed into Eagle minimum essential me-
dium (MEM) for 2 minutes, where the supernatants were removed and
brought into direct contact with L929 fibroblasts. Following exposure

to the medium, the cells were incubated for further 24 hours and then
100 ol of 0.01% neutral red dye were added. The cells were incubated
again for 3 hours so that the dye could be absorbed. After this 3-hour
period, the cells were fixed in order to count the viable ones by using
a spectrophotometer (BioTek, Winooski, Vermont, USA) at a waveleng-
th of 492nm. The results showed statistical differences between groups
CC and C- with the others (P <0.05). Lack of statistical difference oc-
curred between groups and between Ava Gel, New Print, Kromopan
e Hydrogum (P> 0.05). Based on the results obtained in this work, one
can conclude that all four alginate impression materials are potentially

cytotoxic.

KEYWORDS: Cytotoxicity; Dental Impression Materials; Cell Culture
Techniques; Fibroblasts.
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