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Estudo da Citotoxicidade e da Morfologia Celular por Microscopia Eletrénica de

Varredura de Células de Fibroblastos 3T3 Tratadas com Medicagao Intracanal a
Base de Hidroéxido de Calcio

Maelly da S. Fernandes’, Andre Luiz da Costa Michelotto?, Yasmine Mendes PuPQO?>,
Sandro Germano?, Daniela Florencio Maluf°

Resumo

A endodontia tem por finalidade reduzir as contaminag¢des bacterianas originadas no sistema de canais
radiculares, as quais prejudicam a reparagao tecidual. Sendo necessaria a utilizagdo de medicamentos
capazes de desinfeccionar e proporcionar condigdes importunas ao desenvolvimento bacteriano. O uso
do hidroxido de calcio [Ca(OH)2] como medicagao intra-canal, tem sido bastante empregado, devido suas
inumeras propriedades, tais como acgdo anti-inflamatoéria e antimicrobiana, biocompatibilidade, estimular a
formacgao de tecidos 6sseos mineralizados e auxiliar no processo do reparo tecidual. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a citotoxicidade e a morfologia celular de fibroblastos 3T3 in vitro, tratados com medicagbes
intracanal de hidroxido de calcio. As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas na
estufa de CO2 (5%) a 37°C. Apds adeséo, foram alimentadas em concentragbes crescentes de Ca(OH),
(0,0001uL; 0,001pL; 0,01uL e 0,1uL) e somente com o meio de cultura para controle do experimento.
Os resultados de viabilidade celular foram obtidos através do método Cristal Violeta e por microscopia
eletrénica de varredura. A medicacéo intracanal a base de hidréxido de sddio apresentou discreta toxicidade
em células de fibroblastos 3T3 a partir da concentragéo de 5 mg/mL
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Abstract

The endodontics aims to reduce bacterial contamination originated in endodontium, which cause
instabilities in tissue repair. The use of drugs that can disinfect and provide importunate conditions for
bacterial growth is required. The use of calcium hydroxide [Ca(OH),] in intracanal medications, has been
one method widely employed because of its numerous beneficial properties, such as antiinflammatory
action and antimicrobial, biocompatible, stimulate the formation of mineralized bone tissue and assisting
in the tissue repair process. The objective of this study is to evaluate the cytotoxicity and cell morphology
of 3T3 fibroblasts in vitro, treated with medications to intracanal calcium hydroxide. Cells were plated in
96-well plates and incubated in CO, incubator (5%) at 37°C. After adhesion, they were fed with increasing
concentrations of Ca(OH), (0,0001uL; 0,001uL; 0,01uL and 0,1uL) and only with the culture medium for
the control experiment. The cell viability results were obtained through the Crystal Violet method and
scanning electron microscopy.

Keywords: Endodontics. Calcium hydroxide. Cytotoxicity.

1 Académica do curso de Biotecnologia, Universidade Tuiuti do Parana, Curitiba, PR

2 Doutor em Endodontia pela FOUSP. Coordenador do curso de Especializagdo em Endodontia da Faculdade Sao
Leopoldo Mandic, Curitiba, PR

3 Doutora em Dentistica Restauradora. Professora Adjunta da Universidade Federal do Parana, Curitiba, PR

4 Doutor em Processos Biotecnolégicos. Coordenador do Curso de Farmacia da Universidade Federal do Parana, Curitiba, PR
5 Doutora em Ciéncias Farmacéuticas, Professora adjunta do curso de Biomedicina da Universidade Tuiuti do Parana e
Professora adjunta do curso de Farmacia da Universidade Federal do Parana, Curitiba, PR

Revista Eletrénica Biociéncias, Biotecnologia e Satde, Curitiba, n. 13, set.-dez. 2015. 39

miolo_14_biotec.indd 39 13/09/2016 14:32:44



Biociéncias, Biotecnologia e Saude  wjin-aw.0ms

y

7N

1 Introducgao

A endodontia, area da odontologia que trata as lesbes e doengas pulpares e periapicais,
tem por finalidade reduzir a contaminacgao desta regido. A contaminacao destes tecidos pode levar
a instabilidade entre a agressao bacteriana e a resposta do organismo, dificultando desta maneira
a reparagcado. Mesmo apos procedimentos endodénticos convencionais, algumas patologias nao
regridem devido a persisténcia do microrganismo, sendo necessaria a utilizagdo de agentes capazes
de complementar a desinfecg¢ao padrao e de proporcionar condi¢gdes importunas ao desenvolvimento
bacteriano, estimulando assim, o reparo tecidual (PEREIRA et al, 2009).

O tratamento endoddntico tem por objetivo a limpeza e a modelagem de todo o sistema
de canais radiculares, buscando acabar com a infec¢do, por meio de solugdes irrigadoras e
medicagdes intracanais adequadas, para se conquistar uma obturagao efetiva (ALBUQUERQUE;
DINIZ; MATHEUS, 1999).

O hidréxido de calcio [Ca(OH)2] habitualmente chamado de cal hidradata, cal apagada ou
cal extinta € uma base inorganica forte de pH 12,8, formada pela ligagao de um cation Ca2+ com
dois anions OH-. Em condi¢cdes ambientes, apresenta-se no estado sélido, com coloragao branca e
pouco soltivel em agua (ESTRELA; PECORA, 1997).

O hidréxido de calcio foi introduzido na Odontologia, em 1920 por Herman que procurava
um medicamento com beneficios de um anti-séptico forte, para o tratamento biolégico da polpa
e preenchimento dos condutos radiculares. Desde entao a acao bioldgica estabelecida por criar
um ambiente favoravel para a reparagao tecidual, tem sido comumente procurado (LIMA; FAVA;
SIQUEIRA, 2001).

Dentre as medicagdes intracanais empregadas, um dos métodos utilizados é a neutralizacao
do meio por intermédio do hidroxido de calcio. O Ca(OH)2 atua pela ionizagao de seus componentes,
de modo a liberar cations calcio e anions hidroxila, tornando o pH do meio basico. Num quadro de
inflamacgao o pH do meio € acido e a adicdo de uma base, bloqueia a acdo de enzimas e de outros
componentes celulares bacterianos (PEREIRA et al, 2009).

De acordo com Lopes e Siqueira (1999), a alcalinizagdo promovida pelos ions hidroxila
estimula a desnaturalizagdo das enzimas mediante a quebra de ligagdes ibnicas, ocasionado perda
de atividade bioldgica e, por conseguinte a morte celular.

Segundo Safavi e Nichols (1994), o hidréxido de calcio tem a capacidade de hidrolisar a
porcao lipidica do lipopolissacarideo bacteriano, promovendo sua degradagao. Os ions hidroxila
removem atomos de hidrogénio dos acidos graxos insaturados formando um radical lipidico livre,
0 qual reage com oxigénio, transformando-se em peroxido. Essas mudangas incessantes levam a
constituicado de uma cadeia autocalitica, no qual a caréncia de acidos graxos insaturados resulta na
perda da integridade da membrana citoplasmatica, ocasionando a morte da célula.

Para Estrela (1999), ocorrem danos ao DNA da célula bacteriana quando ions hidroxila se
ligam a fita, que lavam a inibigdo na replicagéo e desorganizagao da atividade celular.
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As medicagbes a base de hidréxido de calcio possuem consideraveis propriedades favoraveis,
tais como acao anti-inflamatéria e antimicrobiana, biocompatibilidade, estimular a formacgao de
tecidos 6sseos mineralizados e auxiliar no processo do reparo tecidual. Tais caracteristicas se
devem ao seu elevado pH (MANIGLIA et al., 2003).

O objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade e a morfologia de células de fibroblastos
3T3, tratadas com medicacao intracanal de hidroxido de calcio.

2 Material e Métodos

Equipamentos: Balancga analitica Boeco Germany max 210g d=0,1mg, Banho-Maria Fanem
mod 100, Camara de Fluxo Laminar VECO Bio seg 09, Centrifuga MPW high speed brushless
centrifuge MPW-350R, Estufa de CO2 Shel lab mod 5115, Estufa para esterilizagdo e secagem
Nevoni mod 1.3, Leitor de Microplacas Biotek EL 800, Micropipetas Labmate 20-200uL e Peguepet
100-1000uL e ponteiras, Microscopio de fase invertido Medilux N.A. 0.3, Microscépios Taimim TM
212 e Bioval LllooA e Pipetador automatico.

Reagentes: Alcool70%, Amostras diluidas de Hidroxido de Calcio [Ca(OH)2], Azul de Tripan,
Citrato de Sédio 50%, Meio RPMI-1640 tamponado, Metanol, Solugao Cristal Violeta 0,2% em etanol
2%, Solugao de antibidticos Penicilina/ Estreptomicina (PS), Soro Fetal Bovino (SFB), Tampéao de
Fosfato e Cloreto de Sédio (PBS) e Tripsina 0,5 %.

Insumos: Camara de Neubauer, Garrafas de cultura, Gaze, Pipeta Pasteur, Pipetas graduadas
de 5 mL e 10 mL estéreis, Placa de 96 pocgos, Suporte para tubos de ensaio e Tubos Falcon.

2.1 Contagem celular pelo método do Azul de Tripan

Para a realizagao do estudo, primeiramente efetuou-se a contagem das populagdes celulares de
fibroblastos presentes em uma das garrafas de cultura (adquiridas da Universidade Federal do Parana-
UFPR), utilizando o método por exclusdo do Azul de Tripan, e contagem em Camara de Neubauer.

Foi preparado um tubo falcon com 10 mL de meio de cultura contendo 10% de soro fetal
bovino e 100uL de antibidticos, ao qual foram adicionadas as células e centrifugado por 10 minutos.
Apos este procedimento, a amostra foi concentrada para 1 mL, da qual foi removida uma aliquota
de 10 uL e acrescentado 10 pyL de Azul de Tripan que, posteriormente, foi colocado na Camara de
Neubauer. A concentragao total de células na suspenséao foi calculada conforme apresentada a
figura 1.

. n? total de células
n2 de células/ mL = x fator de diluicio x 10.000
n? de quadrantes contados

FIGURA 1 — Férmula para calcular o numero de células
FONTE: Gorjao, 2005.
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2.2 Tratamento das células 3T3 com Ca(OH),

Para efetuar o teste foram utilizadas microplacas (96 pogos) e placas de 06 pogos contendo
laminulas circulares estéreis, sendo assim preparado meio de cultura a 10% com aproximadamente
600.000 células. Em sequéncia, as células foram plagueadas e incubadas na estufa de CO, (5%)
a 37°C até sua adesao na placa. A solucao estoque de hidroxido de calcio uso odontolégico foi
preparada conforme seu método de manipulagdo. Foi pesado 150 mg do Ca(OH), e espatulado em
solucao fisiolégica estéril, para posteriormente ser diluido em 3 mL de meio de cultivo. O material foi
filtrado em membrana de 0,22 ym e submetido a diluicao seriada em meio de cultivo.

As células depois de aderidas tiveram seu meio aspirado e foram tratadas em triplicata com a
solucao estoque de hidréxido de calcio e suas diluigdes (0,1; 0,01; 0,001 e 0,0001) e somente com
0 meio de cultura para controle do experimento.

2.3 Analise da viabilidade celular do Ca(OH), pelo método Cristal Violeta

Apos o intervalo de 24 horas horas, foi realizada a avaliacao da viabilidade celular através
do método Cristal Violeta. Previamente foram adicionados as células 100 uL de metanol, o qual
realizou fixacao das células viaveis na placa. Logo em seguida, foi acrescentado 50 yL de solugéo
de cristal violeta 0,2% em etanol 2%, que tem por funcao corar as células, e entao se lavou a
placa com tamp&o PBS. Por ultimo colocou-se 200 uL de citrato de sédio 50%, e assim a placa
foi encaminhada a um leitor de microplacas com filtro 590 nm, o qual determinou a medida da
absorbancia.

Os valores da viabilidade celular foram expressos em porcentagem em relagao a absorbancia
determinada nos poc¢os de células de controle.

2.4 Anélise de morfologia e viabilidade celular por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A placa de 06 pogos foi submetida a procedimento de fixagdo com glutaraldeido e desidratagéo
em concentragdes crescentes de etanol, em seguida foi enviada para a Universidade Estadual de
Ponta Grossa onde, apds submetida a metalizagao, as células foram analisadas por Microscopia
Eletrénica de Varredura em microscopio Shimadzu, Kyoto, Japao.

3 Resultados e Discussao

O método do Azul de Tripan utilizado na contagem celular é conhecido como método de
exclusao, pois as células mortas ndo possuem a capacidade de eliminar o corante absorvido, o qual
cora seu citoplasma. Ao realizar a contagem celular na cdmara de Neubauer foi apresentando um
total de 2.000.000 células viaveis/mL, onde o numero de células quantificados no quadrante central
foi de 100 e o fator de diluicdo igual a 2.
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Apos realizar o método do Cristal Violeta os pogos apresentaram diferentes coloragdes a
olho nu, como apresenta a figura 2.

FIGURA 2 - Placa de 96 pocos corada pelo método do Cristal Violeta

De acordo com a figura 2 diversos tons de violeta foram expostos, no qual o mais escuro
apresenta maior quantidade de células vivas e a mais clara com a menor quantidade. Isso ocorre,
pois as células vivas possuem a capacidade de absorver o corante que ira se intercalar entre suas
fitas de DNA, ocorrendo assim a coloracao de seu nucleo.

O resultado estatistico de viabilidade celular e desvio-padrao esta exposto no grafico 1.
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GRAFICO 1 - Viabilidade celular (%) de fibroblastos 3T3 sob diferentes concentracdes de Ca(OH),

De acordo com o grafico 1, pelo método do cristal violeta, mesmo a mais alta concentragédo do
tratamento, solugéo estoque (HC), ndo alterou significativamente a viabilidade celular, comparado
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ao grupo controle. Estes resultados foram condizentes com a analise da morfologia celular por MEV
(Figura 3).

FIGURA 3 — Imagens por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das células de fibroblastos 3T3
tratadas somente com meio de cultivo (A) e tratadas com Ca(OH), (B)

Mesmo com aparente presenca de material particulado de Ca(OH), sobre as células tratadas
com a solugéo estoque de Ca(OH), (B), quando comparado ao grupo controle (A), as caracteristicas
morfologicas das células de fibroblastos, como seus prolongamentos citoplasmaticos, seu formato
fusiforme e confluéncia podem ser observadas, dando indicios de que houve discreta toxicidade
celular, ainda que na concentragdo mais alta em estudo. Este resultado pode ser correlacionado
aos valores encontrados de citotoxicidade que variaram de 72,7 a 92,2%.

Conclusao

O presente estudo evidéncia que a medicagao intracanal a base de hidroxido de sddio
apresentou discreta toxicidade em células de fibroblastos 3T3 a partir da concentragao de 5 mg/mL,
sendo que em concentragdes abaixo de 5 mg/mL a viabilidade celular foi comparavel ao controle.
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