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RESUMO

Introducdo: Um dos problemas apresentados pelos materiais
utilizados em Odontologia esta associado a biocompatibilidade, ja
que poucos séo totalmente inertes do ponto de vista biolégico. Os
materiais a serem usados em contato com tecidos humanos devem,
portanto, ser testados com o objetivo de simular reacdes bioldgicas
e ajudar no entendimento das respostas obtidas. Os estudos in
vitro constituem a primeira etapa destes testes. A International
Organization Standardization (ISO) e o Council on Dental Materials
Instruments and Equipment of the American Dental Association
recomendam o uso de uma bateria de testes in vivo e in vitro para
estudar a biocompatibilidade dos materiais e, de acordo com as
normatizagdes, a principal categoria de testes com este objetivo é
a dos testes de biocompatibilidade. Dentre estes testes o protocolo
MTT assay é um dos mais utilizados para se determinar a
citotoxicidade de materiais de diversas naturezas sobre células
em cultura. A citotoxicidade pode também estar relacionada as
moléculas que, ao serem liberadas a partir de um determinado
estimulo podem ocasionar danos aos tecidos. Estudos tém relatado
a presenga de uma molécula com potencial citotéxico, o 6xido nitrico,
em tecidos da cavidade bucal e seu envolvimento em doencas
inflamatérias.

Objetivo: Apresentacdo de uma metodologia de avaliacdo da
citotoxicidade de materiais odontolégicos através do método MTT e
da andlise da produgéo de éxido nitrico (NO), o qual esté relacionado
com a acgdo destes materiais na indugdo da resposta inflamatoria.
Conclusao: Verifica-se nesta metodologia que o ensaio de MTT
pode ser facilmente adaptado para testes de citotoxicidade de
materiais de diferentes composi¢des e a mensuragao da produgéo
de 6xido nitrico através do método de Griess fornece dados
adicionais para a andlise da citotoxicidade.

DESCRITORES
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ABSTRACT

Introduction: Biocompatibility is one the issues of dental materials,
since very few of them are completely inert from the biological
standpoint. Therefore, the materials to be used in contact with
human tissues should be previously tested in order to simulate
possible biological reactions and help understanding the obtained
responses. In vitro studies constitute the first stage of these tests.
The International Organization for Standardization (ISO) and the
American Dental Association’s Council on Dental Materials,
Instruments and Equipment advise the use of a set of in vivo and in
vitro tests to study the biocompatibility of dental materials and,
according to their regulations, biocompatibility tests constitute the
main category of these tests. The MTT assay is one of the most
commonly used tests for evaluating the cytotoxicity of materials
from different origins on cell cultures. Cytotoxicity may also be
related to the molecules released due to a certain stimulus, which
may cause damage to the biologic tissues. Studies have pointed to
the presence of nitric oxide as a molecule with cytotoxic potential
on the oral tissues and have indicated its involvement in inflammatory
diseases.

Objective: To present a methodology for assessing the cytotoxicity
of dental materials by the MTT assay and the analysis of nitric
oxide production, which is related to the materials’ action on the
induction of inflammatory responses.

Conclusion: This methodology shows that the MTT assay can be
easily adapted for testing cytotoxicity of materials with different
compositions, and that the measurement of nitric oxide production
by the Griess method provides additional data for cytotoxicity
analysis.

DESCRIPTORS

Macrophages; Dental materials; Cytotoxicity tests immunologic; Nitric
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INTRODUCAO

Um aumento significativo do estudo da
biocompatibilidade dos materiais odontolégicos é uma
realidade para pesquisadores das diversas
especialidades. Varios materiais e acessorios utilizados
podem causar efeitos adversos em situagdes clinicas e os
mecanismos pelos quais muitas reacdes sdo observadas
ndo estédo totalmente elucidados. O conhecimento
direcionado a composi¢cdo dos materiais, suas
propriedades alergénicas e irritantes e sua toxicidade s&o
essenciais na avaliacdo das etiologias dos sintomas
clinicos e tém por finalidade a obtengéo de um diagndstico
correto.

Os testes de biocompatibilidade sao essenciais
na aceitacdo do material, juntamente com os testes que
avaliam suas propriedades fisicas. Todavia, a pesquisa da
biocompatibilidade de materiais € complexa e envolve tipos
sofisticados de testes bioldgicos, fisicos e andlise de risco/
beneficio®*.

Os testes de citotoxicidade s&o recomendados
para todos os materiais usados na area de saude. Os
modelos de estudo in vitro sdo uma alternativa
imprescindivel na pesquisa de citotoxicidade de materiais
odontolégicos nos dias atuais®. Estes testes permitem uma
rapida avaliacdo, melhoram os protocolos padronizados,
produzem dados quantitativos e comparaveis, e devido a
sua sensibilidade, permitem que os materiais toxicos
sejam descartados previamente aos experimentos em
animais®.

O grande nimero de produtos langados no
mercado e, conseqlientemente, a serem avaliados, leva a
uma urgente necessidade de aprimorar as metodologias
e escolher entre elas aquelas que possam responder
melhor quanto & presenca de possiveis elementos téxicos.
O presente trabalho objetivou apresentar uma metodologia
de avaliacdo da citotoxicidade de materiais odontolégicos
através do método MTT e da andlise da producéo de éxido
nitrico (NO) que esta relacionado com a acédo destes
materiais na indugdo da resposta inflamatéria.

REVISAO DA LITERATURA

O campo dos materiais odontologicos compartilha,
com outras esferas da biotecnologia, o problema da
biocompatibilidade, isto é, da coexisténcia dos materiais
manufaturados com tecidos corporais e fluidos que devem
permanecer no organismo humano, por periodos de tempo
variados, sem irritar os tecidos moles. Poucos materiais
odontoldgicos, ou talvez nenhum, sdo totalmente inertes
do ponto de vista fisiolégico, pois contém uma variedade
de componentes com potencialidades téxicas ou
irritantes”®. Convencionalmente, biocompatibilidade
eqguivale a auséncia de interacdo entre um material e os

atuagcdo do material com uma resposta apropriada do
hospedeiro, em uma aplicagdo especifica*. Essa qualidade
depende da sua composicao, posicao e interagdo com a
cavidade bucal, ou seja, se liberam seus componentes e
se estes sdo toxicos, imunogénicos ou mutagénicos?.
Quando um material é colocado em um tecido vivo,
interagBes com sistemas biolégicos complexos ocorrem e
resultam em algum tipo de resposta biologica. Essas
interacdes dependem do material, do hospedeiro e das
forcas e condi¢Bes colocadas sobre o material. De qualquer
maneira, 0 material afeta o hospedeiro e o hospedeiro afeta
0 material*®.

Embora as reagcdes adversas com materiais
odontoldgicos ndo sejam comuns, elas podem ser locais
ou sistémicas e acontecer com todas as classes de
materiais. Todavia, o0 numero de reagbes adversas nem
sempre é totalmente relatado ou apurado, sendo
necessario um maior nimero de documentacdo e
estudos!®, H4 um esforgo significativo sendo feito para a
padronizagdo de testes in vitro. Contudo, a tecnologia se
move muito mais rapido que a normatizagdo, o que faz o
desenvolvimento das normas serem um processo dificil e
guase ininterrupto. A International Organization
Standardization (ISO) e o Council on Dental Materials,
Instruments and Equipment of the American Dental
Association recomendaram o uso de uma bateria de testes
in vitro e in vivo para estudar a biocompatibilidade dos
materiais, visto que se acreditava que nenhum teste seria
capaz de definir biocompatibilidade. De acordo com estas
normatizagées a maior categoria de testes para avaliagao
de materiais é o teste de citotoxicidade. Esfor¢os tém sido
feitos para definir e controlar as variaveis que afetam estes
testes®. Com relagdo aos materiais odontologicos, existem
reacdes bioldgicas divididas em toxicas, inflamatérias,
alérgicas e mutagénicas. A toxicidade foi a primeira resposta
estudada, ja que os materiais podem ser capazes de liberar
substancias para o corpo dos pacientes. A inflamagao é
um segundo tipo fundamental de uma complexa resposta
biolégica envolvendo a ativacdo do sistema imune do
hospedeiro e que pode resultar de alergias, de toxicidade
ou pode ainda, preceder esse processo'?.

A citotoxicidade é um fendmeno complexo in vivo, o
qual pode resultar em um amplo espectro de efeitos, desde
a morte celular até aberrag6es metabdlicas, onde ocorrem
alteracdes funcionais ou em alguma via especifica. O efeito
citotdxico é causado por um irritante primario e as reacdes
podem variar de um eritema a necroses, dependendo da
toxicidade do irritante primario, da sua concentragdo e do
tempo de exposicdo!. Testar a citotoxicidade é a primeira
etapa para assegurar a biocompatibilidade de um
dispositivo médico e pode ser medida através de trés tipos
de testes: in vitro, utilizando-se culturas de células, in vivo,
utilizando-se experimentos em animais e através de
estudos clinicos. Um resultado negativo indicara que o



guantidade é insuficiente para causar efeitos agudos em
células isoladas do corpo. Entretanto, apesar do mérito do
teste, ndo podemos afirmar que o material pode ser
considerado biocompativel, uma vez que o teste de
citotoxicidade in vitro € o primeiro passo para analise do
material em estudo. Por outro lado, um teste de
citotoxicidade positivo pode ser um sinal que o material
contém uma ou mais substancias lixiviaveis que podem
apresentar importancia clinica**2.

Os testes in vitro séo feitos em tubos de ensaio,
placas de cultura celular ou em outro local fora do
organismo vivo. Estes testes sdo muito variados e
geralmente células ou bactérias sdo deixadas em contato
com o material estudado. O efeito do material normalmente
é determinado pela mensuracdo do namero, pela média
de crescimento, pela fungdo metabdlica, ou outra funcao
das células expostas aos materiais*. Os sistemas
biolégicos usados nos testes de citotoxicidade in vitro
podem ser de culturas de 6rgéos, cultura de células ou
organelas. O sistema mais utilizado para os testes em
materiais odontolégicos é o de cultura celular; algumas
experiéncias tém utilizado cultura de érgdos (germes
dentérios). A cultura de células se refere aquela derivada
de células dispersas retiradas do tecido original, de uma
cultura primaria ou de uma linhagem celular ja estabelecida
em cultura por desagregagdo enziméatica, mecanica ou
guimica. Esses testes sdo vantajosos porque sdo
experimentalmente controlaveis, permitem uma
padronizagdo da metodologia, sdo rapidos, relativamente
baratos e simples. Eles sao tidos como éticos e legais
podendo substituir experimentos em animais e seres
humanos nas pesquisas e, devido ao fato de serem
executados longe do contato com o organismo, muitas
interacdes complexas, que mascaram a resposta hioldgica
no corpo, ndo estdo presentes. Conseqientemente, 0s
resultados dos testes in vitro, em relacdo ao material,
podem ser mal conduzidos na resposta biolégica final*,

O contato célula/material pode ser por contato
direto, indireto ou através da diluicdo de extrato. No contato
direto, as células crescem ao lado ou sobre o material
testado. No contato indireto, material e células sé&o
separados por uma barreira permeéavel (discos de dentina,
filtro de Millipore, camada de agar). Na diluicao de extratos
os corpos de prova de dimensfes padronizadas (inteiros
ou fragmentados) sdo mantidos em contato com meio de
cultura e este meio contendo o extrato do material é
colocado sobre as células ao invés do proprio material>“.
A citotoxicidade avaliada em culturas celulares pode ser
determinada através de avaliagdo quantitativa ou qualitativa.
Através da microscopia celular é realizada a avaliagédo
qualitativa: sdo observadas mudancas na morfologia geral
das células, vacuolizagdo, destacamento, lise celular ou
de membrana, e, o resultado é numérico (ex. 0, 1, 2, 3) ou
pode ser descrito como atoxico, leve, moderado ou severo
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a morte celular, a proliferacido celular ou a formagéo de
coldnias celulares. Meios objetivos quantificam o niumero
de células, a quantidade de proteinas, a liberagdo de
enzimas, a liberacéo ou reducéo de corante vital ou algum
outro parametro de medida®®.

Varios protocolos tém sido utilizados nos testes
de viabilidade e citotoxicidade de materiais, incluindo
ensaio de Trypan Blue, liberacdo de cromo, avaliagdo da
sintese de DNA, avaliagdo do metabolismo celular (MTT
assay), microscopia eletrénica de varredura (MEV). Por ser
um ensaio relativamente simples de ser realizado, apesar
de criterioso como todos o0s outros, o experimento de MTT
€ um dos mais utilizados para se determinar a citotoxicidade
de materiais de diversas naturezas sobre células em
cultura®. Ao se testar a citotoxicidade, os parametros a
serem analisados sé@o os tipos de células empregados, a
duracdo da exposigdo, as formas fisicas dos dispositivos
e 0s métodos de avaliagdo. Destes, os tipos de células é
que podem ser o fator mais importante, porque cada funcao
e mecanismo celular sdo basicamente diferentes®. A
citotoxicidade pode também estar relacionada com
moléculas, que, ao serem liberadas a partir de um
determinado estimulo, podem ocasionar danos aos
tecidos. Recentemente, estudos tém relatado a presenca
de uma molécula com potencial citotéxico, o éxido nitrico
(NO), em tecidos dentais e seu envolvimento em doencas
inflamatérias bucais!’8.

O 6éxido nitrico (NO) é uma molécula reguladora,
produzida principalmente por macréfagos ativados, de
extrema importancia nos processos de resposta imune,
inflamacao, metabolismo 6sseo e apoptose. Esta molécula
gasosa pode apresentar efeitos benéficos, tais como
atividade antimicrobiana e modulacdo da resposta imune.
Por outro lado, quando presente em altas concentragdes,
pode atuar como uma influente molécula citotéxica
desencadeando prejuizos aos tecidos adjacentes,
incluindo osso alveolar’®*. O NO é sintetizado a partir do
aminoacido L-arginina em um processo catalisado por
isoenzimas que sdo globalmente denominadas NO
sintases (NOS). Estas enzimas sao classificadas em trés
tipos: NOS endotelial (eNOS), NOS neuronal (nNOS) e NOS
induzida (INOS). A producéo destas isoformas parece ser
tecido-especifica. A NOS endotelial é produzida pelas
células endoteliais e osteoclastos e a iINOS é identificada
em fibroblastos, macréfagos e células vasculares!®?°,

Apés reconhecer as células-alvo ou outros
antigenos, as células fagociticas sdo ativadas para ingeri-
las e destrui-las com oxidantes reativos e enzimas
hidroliticas. Dois tipos de sinais sdo importantes para a
ativacao de células fagociticas: presenca de antigenos-alvo
e citocinas especificas. Dentre as citocinas, o interferon-
gama (IFN-&) foi caracterizado como o principal ativador de
macréfagos. O IFN-& induz a producdo de perdxido de
nitrogénio, 6xido nitrico e outras moléculas toxicas
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Macréfagos ou células endoteliais produzem NO nas
proximidades das células alvo. As células produtoras de
NO, por sua vez, sdo ativadas, induzindo a sua produgao
em toda parte. Provavelmente, grande parte de NO oxida-
se antes que chegue a atingir seus alvos. Por essa razao é
impossivel afirmar qual € a concentracdo de NO que leva a
toxicidade das células. Além disso, através de sua fungdo
citoprotetora o NO age diretamente na diminuicdo da
producdo de radicais livres ou interferindo na resposta
imune?.

O papel do NO na mucosa bucal normal ainda é
desconhecido. Os achados sugerem que uma
concentragdo excessiva de NO na saliva exerce um papel
potencial nas modificagcdes das doengas da mucosa bucal
apresentando um efeito regulador patofisiolégico. O
aumento de nitrito quantificado na saliva foi encontrado em
pacientes com recorrentes ulceragfes orais aftosas.
Observa-se um aumento do nivel de iINOS gengival durante
a inflamagédo periodontal, quando comparada com tecidos
gengivais ndo inflamados?2.

Altas quantidades de L-arginina e L-citrulina em
tecido gengival inflamado in vivo e a expressdo de iINOS
em macrofagos, linfécitos, e polimorfonucleares em
periodontites induzidas experimentalmente em ratos, bem
como em fibroblastos, células epiteliais, macrofagos e
células endoteliais em periodontite humana, revelam a
possivel participagdo do NO na doenga periodontal. Assim
sendo, a presenca deste gas na doenca periodontal pode
refletir a participagcdo de um mediador adicional na
regulacdo da reabsorgcdo Ossea, responsavel pela
progressdo da doenga!’°2?3, Nas periodontites os efeitos
benéficos da manifestacéo de iINOS podem incluir atividade
antimicrobiana, modulacdo imunoldgica, inibicdo de
trombose microvascular, e perfuséao tecidual. Por outro lado,
os efeitos prejudiciais do NO podem incluir uma agao
citotéxica para tecidos e osso alveolar, vermelhidéo
gengival, explicada pelo aumento da permeabilidade
vascular, tendéncia de aumento do sangramento dos
tecidos moles e, ainda, o aumento da reabsorgdo do 0sso
alveolar. A inducdo da iNOS pode também inibir a
proliferacdo de fibroblastos e induzir a apoptose celular
contribuindo para o desequilibrio entre destruicédo e reparo
tecidual, caracteristica da periodontite!®2,

O NO é um importante regulador na formagéao e
reabsorcdo dssea. Examinando o papel desta molécula
no movimento dentario ortodéntico com inibidores
especificos de NOS, verifica-se que o NO é um importante
mediador bioquimico na resposta do tecido periodontal em
relacdo a forgca ortoddntica?*. Movimentos dentarios
ortodbnticos resultam da resposta do tecido periodontal a
forca ortodéntica que guia a modelacdo e a remodelacédo
do osso alveolar adjacente. Precursores ndo-téxicos de
NO podem ser usados para reduzir o tempo de tratamento
ortodontico visto que diferentes fatores tém o poder de

meio de véarios biomediadores, dentre os quais o NO.
Considera-se que estas respostas ocorram devido a ativagdo
de sinais padrdes especificos e a identificagdo desses
padrdes pode guiar a uma intervencéo farmacolégica para
controlar a taxa de movimento ortodéntico dentéario. E
fundamental que estudos cientificos sejam efetuados para
gue uma avaliacdo mais detalhada permita aplicac6es
clinicas?*2s.

METODOLOGIA

Materiais

A amostra dos estudos podera ser constituida de
qualquer material utilizado em Odontologia, em propor¢des
padronizadas adequadas aos pogos das placas de
culturas. Poder&o ser utilizados materiais inteiros, em
recortes, extratos, pés, substancias composicionais entre
outros. Devem ser obtidos diretamente dos fabricantes e
mantidos em suas embalagens originais até o inicio do
experimento.

Método

O presente protocolo de avaliagéo utilizando o MTT
é o0 seguido no Departamento de Imunologia do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas e no Nucleo de Pesquisa em
Ortodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Juiz Fora.

Esterilizacdo dos Materiais

Os materiais sé@o esterilizados com o intuito de
eliminar possiveis contaminagfes e, consequentemente
resultados inveridicos. O 6xido de etileno pode ser utilizado
com seguranca para a esterilizacdo de muitos materiais
odontoldgicos. Posteriormente, devem ser manipulados
no fluxo laminar ou em um ambiente aonde sejam
resguardadas todas as condigfes de esterilidade.

Cultura Celular da Linhagem de Macrofagos Murinos J774

Tratando-se de um teste inicial que determina a
compatibilidade bioldgica do material, as culturas celulares
sao eleitas para a avaliacdo da citotoxicidade e dos
possiveis efeitos sobre as células. Ressalva-se ainda que
fragmentos de érgaos ou tecidos também podem ser
utilizados. Uma suspenséo celular é obtida e cultivada como
monocamada aderente em substrato sélido ou em meio
de cultura gelatinoso®. Uma das linhagens celulares
utilizadas é a murina J774 A.1 (ATCC n°.TIB-67) conservada
em garrafa plastica (NUNC) com meio de cultura
suplementado (5% de soro fetal bovino (FCS), 50Ul/ml de
Penicilina, 1% de aminoéacido ndo-essencial e 2% de L-
Glutamina (Gibco/BRL)). As células sdo mantidas em
incubadora com 5% de CO,, numa temperatura de 37°C.
AO iniciar o experimento. é necessario realizar a raspaaem



plastica. Ap6s serem transferidas para um recipiente
adequado as células sao lavadas através de centrifugacao
a 1200rpm, durante 10 minutos, a 4°C. Na determinacao
da viabilidade e a contagem celular utiliza-se a técnica
padrao de contagem com o corante vital azul de Tripan, em
uma proporc¢ao de 1/1 (corante/meio de cultura) em camara
de Newbauer.

Cultura de Células na Presenca dos Materiais

Em placas de 96 pocos, cultivam-se 2x10* células
J774/poco, em um volume de 100i |, ressuspensas em
meio de cultura RPMI-suplementado. Sobre as células sdo
colocados os materiais, deixados em cultura em diferentes
intervalos de tempo (24, 48 e 72 horas) a 37°C, com 5% de
CO,. Apés o periodo de incubagédo o sobrenadante é
coletado para posterior quantificacdo do NO e as células
sdo submetidas a avaliagcdo de citotoxicidade ap6s a
remogdo do material (no caso de material sélido).

Células Controle

O grupo controle é constituido de macré6fagos
murinos da linhagem J774, depositados em placas de 96
pocos, sem a presenca dos materiais a serem testados.
As células controle sdo importantes para acompanhar o
desenvolvimento das células em geral, caso exista algum
tipo de contaminagéo ou falhas no processo de incubacao,
assim como serve de parametro de normalidade com
relacé@o a citotoxicidade e a producéo de NO.

Teste com MTT (MTT assay)

Apb6s a retirada dos sobrenadantes, removem-se
os materiais com uma pinca estéril. As células que
permaneceram nos pog¢os da placa sao acrescentados
90il de meio RPMI suplementado e 10i | da suspenséo de
MTT (50mg/ml). As células sdo incubadas por 4 horas, a
temperatura de 37°C em estufa de CO,. Apos esse periodo,
a reacao de MTT sera bloqueada com 100i I/pogo de
solugdo alcool-acido, incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente e a leitura é feita a 570nm utilizando-
se um leitor de microplacas (Spectramax 190 - Molecular
Device).

Teste da Producéio do Oxido Nitrico

N&o ha um protocolo determinado com relacédo ao
tempo de exposicdo das células aos agentes toxicos e
nem da concentragdo dos mesmos. Isto se deve ao fato de
cada material ser citotéxico em diferentes niveis. Portanto,
os protocolos devem ser adaptados para cada situagéo®.
Sugere-se que seja realizada uma cinética de tempo, por
exemplo, 24, 48 e 72 horas. Decorridos tais periodos, o
sobrenadante coletado serd utilizado na analise da
producdo de NO pelos macr6fagos murinos. Uma
quantidade pré-determinada de sobrenadante, de cada
poco da placa de cultura, é transferida para uma nova placa
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quantidade de reagente de Griess (1% sufanilamida, 0,1%
N- (1-naftil) — etilina diamina hidroclorido, 2,5% H_PO,).
Obtem-se concentracfes de nitrito nos sobrenadantes
através da andlise de regressao linear a partir da curva
padrao, empregando-se varias diluicdes seriadas de nitrito
de sodio?. A absorbancia é determinada a 540nm, através
do leitor de microplacas (Spectramax 190-Molecular
Device).

DISCUSSAO

Os polimorfonucleares de sangue humano e
macréfagos murinos, mostraram ser modelos
experimentais adequados para a estimagdo quantitativa
de atividade fagocitica sob a influéncia de diferentes
agentes imunomoduladores. Recentemente, muitos
estudos tém relatado que macr6fagos ativados podem
produzir alta quantidade de NO e exercem sua toxicidade
de maneira NO-dependente?!. A avaliacao da citotoxicidade
pode ser efetuada através do teste do MTT (3 - (4,5-
dimethylthiazol-2-yl) — diphenyl tetrazolium bromide) que é
um sal de tetrazolium, solivel em agua e que pode ser
utilizado em ensaios quantitativos colorimétricos para
avaliar a sobrevivéncia e a proliferacdo de células de
mamiferos. O ensaio detecta as células vivas e o sinal é
dependente do grau de ativacdo dessas células. Esse
método pode, portanto, ser usado para medir a
citotoxicidade, a proliferacao ou a ativagdo celular?®.

O MTT, que tem sua estrutura molecular em forma
de anel, é clivado por uma enzima mitocondrial, a
desidrogenase succinica, dando origem aos cristais de
formazan de coloragdo violeta e insollveis. Para que seja
possivel a leitura do resultado, o produto violeta insolGvel
em agua deve ser dissolvido em um solvente especifico
(isopropanol acidificado — HCL 0,04N em isopropanol) e a
leitura da intensidade de cor da solugdo é feita em um
leitor de microplacas com um filtro de 570nm?’. A clivagem
do MTT tem varias propriedades desejaveis para a
amostragem de sobrevivéncia e proliferagdo celular. E
clivado por todas as células vivas, metabolicamente ativas,
gue foram testadas, mas ndo pelas células mortas ou por
eritrocitos. A quantidade de formazan gerado é diretamente
proporcional ao numero de células (populacédo
homogénea). Células ativadas produzem mais formazan
que as células adormecidas o que poderia permitir a
mensuragdo até mesmo na auséncia da proliferagdo?.

A principal vantagem do ensaio colorimétrico é a
rapidez com que as amostras podem ser processadas. O
substrato nao interfere com a mensuragdo do produto e
podem ser encontradas condi¢gfes nas quais o0s
componentes do meio nao interferem. Isso permite o ensaio
ser lido sem qualquer remogdo ou com qualquer passo de
lavagem, o que aumenta a velocidade do ensaio e ajuda a



VITRAL et al. - Avaliagio da Citotoxicidade de Materiais Odontoldgicos

do experimento (adicdo do MTT, leitura da placa e a
impressao dos dados) consome muito menos tempo do
gue a instalacdo do mesmo (a mistura das células e a
diluicdo do fator de crescimento). O experimento pode ser
lido em poucos minutos apés a adicao do acido
isopropanolol e a cor torna-se estavel em poucas horas na
camara de temperatura. Os resultados também séo
aparentes visualmente, o que o torna muito Gtil quando
resultados quantitativos rapidos séo requeridos?.

Somente o reagente adicional é usado no
experimento de MTT. Visto que o ensaio colorimétrico é
rapido, largas amostras de dados podem ser geradas e
ainda, qualquer forma de processamento computadorizado,
pode ser usado?.

Quanto a andlise da producdo de éxido nitrico é
importante destacar que o tempo médio de vida do NO é
curto, o que significa que a permanéncia do mesmo no
organismo € baixa. Isto torna muito dificil alcan¢ar uma
monitorizacdo apurada do NO in vivo. Desta forma, a
producdo de NO em cultura de células pode ser estimada
através do acumulo do nitrito (NO2), que é o produto de
conversao estavel do éxido nitrico. Esta mensuragdo pode
ser realizada através de um ensaio colorimétrico para NO,
conhecido como método de Griess?®%.

O aspecto visual também é imediato. Ao colocar o
reagente de Griess ja é possivel verificar em quais pogos
ocorreu uma alta producao de NO através da coloragao
résea que assume. A baixa produgdo de NO proporciona
pequena ou nenhuma alteragéo colorimétrica. Tal alteragdo
pode ser quantificada melhor através de valores em
absorbancia pelo leitor de microplacas. E possivel ainda
correlacionar os resultados do teste do MTT e o teste de
avaliacdo da producao do Oxido nitrico. Nota-se que, uma
alta producéo de NO frente ao estimulo, pode relacionar-
se a uma alta proliferacdo de macrofagos e,
consequentemente uma maior citotoxicidade. Do mesmo
modo, a baixa producdo de NO expressa uma menor
citotoxicidade, sugerindo que o material nao foi capaz de
causar prejuizos as células.

A biocompatibilidade de materiais dentéarios &
especialmente relevante porque os profissionais da
odontologia utilizam materiais que permanecem por longos
periodos em contato com organismos vivos. Ndo existem
materiais 100% seguros; entdo a decisdo sobre o uso
destes materiais deve ser equilibrada nos potenciais riscos
e beneficios determinados pelo profissional e se os
possiveis beneficios se sobrepdem sobremaneira aos
possiveis riscos*.

CONCLUSOES

1) Os modelos de estudos in vitro sdo alternativas
imprescindiveis na pesquisa relacionada a

hincomnatihilidade de mataeriaice ndontnldaicae rediizindon

2) O ensaio de MTT pode ser facilmente adaptado para
testes de citotoxicidade de materiais de diferentes
composicdes. E um ensaio colorimétrico, quantitativo, que
apresenta alto grau de reprodutibilidade, baixo custo e
rapidez;

3) A mensuracao da producao de NO através do método de
Griess, fornece dados adicionais para a analise da
citotoxicidade. E um método j4 bem estabelecido e
amplamente utilizado nos estudos relacionados a
quantificagdo do NO.
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