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Esta pesquisa avaliou in vitro a citotoxidade dos braquio-
dopos em fibroblastos embriondrios de ratos, para o de-
senvolvimento de um novo material. Os materiais foram
colocados em laminulas de vidro, depositadas nas células
em cultura. Foram utilizados fibroblastos NIH-3T3 e pla-
queados em 1 x 10* células por placa de Petri. Nas culturas
controle, as laminulas de vidro foram adicionadas sem
substancia. Foram executados testes de longo prazo em
periodos experimentais de um, trés, cinco e sete dias; e de
curto prazo, em zero, quatro, oito e 12 horas. Nesses pe-
riodos, efetuamos a contagem celular, em triplicata, para
cada substancia testada, pelo método de exclusao de célu-
las coradas pelo azul de Trypan. Em ambas as linhagens
celulares, o material permitiu o crescimento celular e, por
isso, concluiu-se que nenhuma das concentracdes demons-
trou ser citotdoxica in vitro, em cultura de fibroblastos.

Palavras-chave: Biocompatibilidade. Chitosan.
Citotoxicidade. Fosfato de calcio. Quitina.
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1 Introducdo

Os braquiépodos sdo animais marinhos
que possuem exoesqueleto formado por carbo-
nato de calcio, encerrado numa rede protéica, a
quitina.

Arsenault, Castell e Ottensmeyer (1984)
analisaram o exoesqueleto de crustdceos por
meio de um microscépio eletronico para esta-
belecer o inter-relacionamento do célcio, do fos-
foro e do enxofre, presentes em cada estrutura
anatomica. Na fase inicial de mineralizagado, o
exoesqueleto se divide em zona endocuticular e
lamelar, contendo uma densa camada de calcio.
Nessa fase, ndao hd conexao com as microfibri-
las. Nas fases posteriores de desenvolvimento,
depédsitos minerais existentes na exocuticula
avangam para a endocuticula. As alteracoes
morfolégicas e quimicas sdo associadas com a
mineralizac¢do e desmineralizagdo do exoesque-
leto dos braquiépodos.

Fernandez Monagas e colaboradores
(1988), em seu estudo, observaram que a quitina
(substancia presente nas carapagas dos crustace-
0s), quando associada ao 4cido sulfirico, pode
ser utilizada como anticoagulante sangiiineo.

Velasco e colaboradores (1989) realizaram
um estudo comparativo, usando substrato da
concha desmineralizada de camardo ou quitina
semipurificada e observaram que a produgao de
quitinase, quando usada com concha de cama-
rdo, estd associada ao crescimento microbiano.
Verificaram que, nessas condig¢des, a produgao
maxima de quitinase, quititosanase, carboxi-
metilcelulase e de protease alcancada se deu
ap0s 96 horas de incubagao.

O carbonato de céalcio, ao entrar em con-
tato com a dgua, forma o acido carbdnico, que
dé origem ao bicarbonato de s6dio e aos ions
Hr, responsaveis pelo poder tampao, como foi
observado por Fernandez Monagas (1998), num
estudo realizado para verificar a atividade da
lisozima sobre a carboximetilquitina e carboxi-
metilquitosana, em que concluiu que ambas sao
hidrolisadas em condicdes fisiol6gicas.

Mattioli-Belmonte e colaboradores (1999)
realizaram um estudo em que comprovaram a
eficacia do fosfato de calcio, quando associado
ao chitosan, para uso em odontologia restaura-
dora e endodoéntica.

Revoredo e colaboradores (1998) estu-
daram os possiveis veiculos em que a quitina
apresentaria melhores resultados como princi-
pio ativo. Os veiculos testados foram o aquoso
e o oleoso. A avaliagdo in vitro mostrou que a
maior porcentagem de quitina liberada estava
no veiculo oleoso.

Varma e colaboradores (1999) observaram,
em seu estudo, que o fosfato de calcio induziu a
formagao de hidroxiapatita ao longo do tempo.

Fernandez Monagas (2000) também pes-
quisou as propriedades fisico-quimicas de trés
carboximetilados derivados da quitina, obtidas
das conchas de lagostas. O comportamento hi-
drodinamico das solugdes dessas substancias
foi analisado, comprovando-se as caracteristi-
cas polieletroliticas.

Muzzarelli e Muzzarelli (2002) constata-
ram que o carbonato de célcio, fosfato de calcio
e silica apresentavam compatibilidade sangiii-
nea ao serem utilizados em cimentos para repa-
ragao e reconstituicao 6ssea.

Teixeira (2002) realizou um estudo com ca-
rapagas de crustdceos em que observou, in vitro,
o potencial antimicrobiano de alguns derivados
da quitina, tais como quitosona e carboximetil-
quitosona, em diferentes pesos moleculares e
graus de desacetilagdo para enfrentar os micro-
organismos da cavidade bucal.

Xu e colaboradores (2002) verificaram que
o cimento de fosfato de célcio (CPC) usado para
formar hidroxiapatita ndo apresentava bons re-
sultados em peridpice e em dentes com mobi-
lidade. Para sanar essa deficiéncia do produto,
os autores fizeram uma combinagao do cimento
de fosfato de célcio com chitosan, obtendo um
modulo flexural maior e mais resistente quando
aplicado em regides que sofrem maior tensao.

Na utilizacao clinica de um novo bioma-
terial, sdo necessarios inumeros estudos, entre
os quais o estudo inicial sobre a avaliacdo da
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biocompatibilidade do produto, de modo que
comprove a sua seguranga e possibilite sua apli-
cagdo odontolégica (SILVA et al., 2003).

2 Objetivos

O objetivo deste estudo foi o de avaliar,
in vitro, a biocompatibilidade das conchas tri-
turadas (braquiépodos), o que servira de base
a futura elaboracdo de um novo material para
protecdo do complexo dentina-polpa e restaura-
¢Oes de cavidades dentarias.

3 Materiais e método

As conchas trituradas e refinadas foram
colocadas em laminulas de vidro e depositadas
nas células em cultura.

Para a execugdo deste estudo foram utili-
zadas células NIH-3T3, fibroblastos originados
de embrides de camundongos, linhagem celular
continua de células com alta inibi¢dao de conta-
to (ATCC CRL 1658). Todos os procedimentos
experimentais foram realizados sob capela de
fluxo laminar.

Um tubo criogénico contendo as células
congeladas foi rapidamente descongelado (60
segundos) em banho de dgua a 37 graus Celsius
(°C). Para a remocao da substéancia crioproteto-
ra (dimetilsulféxido [DMSO]), o contetdo da
ampola foi transferido para um tubo de ensaio
contendo 10 mililitros (mL) de meio de cul-
tura e centrifugado a 300 gramas (g) durante
cinco minutos, em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi removido e o precipitado de
células, resultante da centrifugagdo, ressus-
pendido em 1 mL de meio de cultura fresco. A
suspensdo de células foi transferida para um
frasco plastico de cultivo celular de 25 centi-
metros quadrados (cm?) de darea cultivavel,
contendo 5 mL de meio de cultura fresco. O
meio de cultura utilizado foi o de Eagle, modi-
ficado por Dulbecco (Dmem-Sigma Chemical
Co., St. Louis, Estados Unidos), contendo 10%
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de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, Sao
Paulo, Brasil) e 1% de solugdo antibidtica-anti-
micética (Sigma).

As células foram mantidas em estufa a
37 °C, numa atmosfera iimida contendo 95% de
ar e 5% de CO?. A monitorizagdo do crescimento
celular realizou-se a cada 24 horas, utilizando-
se microscépio invertido de fase. O subcultivo
foi feito quando a monocamada celular se tor-
nou subconfluente.

A agdo do contato dessas drogas sobre os
fibroblastos cultivados foi analisada por meio
da resposta celular imediata (testes de curto
prazo), apds zero, quatro, oito e 12 horas, e da
sobrevivéncia celular (testes de longo prazo),
depois de um, trés, cinco e sete dias.

As células foram plaqueadas numa den-
sidade de 1 x 10* células, em placas de Petri de
60 milimetros (mm) de didmetro, e, depois de
obtida a confluéncia (72 horas), depositadas em
laminulas de vidro de 15 mm, contendo 0,06 g
da substancia a ser testada; as culturas controle,
entretanto, receberam laminulas de vidro sem
material.

Apbs o contato das células com as subs-
tancias, as células de trés placas de Petri, para
cada periodo experimental, foram tripsinizadas
e contadas em camaras de Neubauer, utilizan-
do-se 0 método de exclusao de células coradas
pelo azul de Trypan (FRESHNEY, 1990).

Os dados obtidos foram tratados com tes-
te estatistico de Kruskal-Wallis, e as diferencas,
consideradas significantes no nivel de 5%.

4 Resultados

Realizamos dois testes de citotoxicidade:
no primeiro, denominado teste de resposta ce-
lular imediata ou de curto prazo, analisamos a
viabilidade celular sob a agdo imediata do pro-
duto (zero a 12 horas); no segundo, chamado de
teste de crescimento celular ou de longo prazo,
avaliamos se o material interferia na capacida-
de proliferativa dos fibroblastos. Esses testes,
se transferidos para a situacdo clinica, pode-
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riam dar informag¢des do que ocorreria com as
células superficiais do tecido logo ap6s a apli-
cacgao das drogas (testes de curto prazo), e do
que se verificaria, tardiamente, naquele tecido
que entrou em contato com as drogas (testes de
longo prazo).

Na primeira fase da pesquisa, ou seja, nos
testes de curto prazo, o material ndo foi téxico.
Ao contato com as culturas de fibroblastos NIH-
3T3, esse material demonstrou viabilidade celu-
lar menor que a do grupo controle, mas permi-
tiu que se chegasse até o fim do experimento.

Por meio da andlise dos valores obtidos,
referentes a viabilidade celular apresentada no
experimento de curto prazo, pdde-se observar
que o material a base de 6xido de calcio nao foi
citotéxico, demonstrando uma porcentagem de
viabilidade em torno de 80%, cuja diferenga,
com relagdo ao grupo controle, ndo foi, estatisti-
camente, significante.

Na segunda fase de nossa pesquisa, estu-
damos a reagao dos fibroblastos NIH-3T3, cul-
tivados em contato com o material por meio da
construcdo de curvas de crescimento celular,
caracterizando os experimentos de longo pra-
zo, 0 que demonstra uma proliferagdo celular
semelhante a do grupo controle.

Nos experimentos de longo prazo, obser-
vou-se que, ap6s o periodo de um dia do con-
tato das substancias com as células, todos os
grupos experimentais apresentaram viabilida-
de celular entre 80 e 100%, e que, a partir des-
se periodo, as substancias provocaram redugao
dessa viabilidade.

5 Discussdo

Os braquiépodos sdo animais inverte-
brados envoltos por uma concha ou carapaga
calcaria, em que ha uma substancia complexa,
denominada quitina, constituindo as paredes
(ARSENAULT; CASTELL; OTTENSMEYER,
1984; FERNANDEZ MONAGAS et al., 1988;
FERNANDEZ MONAGAS, 1998).

Os conhecimentos acerca da evolucao dos
materiais odontolégicos promoveram mudan-
¢as na abordagem e no tratamento da carie, por
meio das técnicas de restauragdes atraumaéticas
(ART). Com isso, a crescente necessidade de
uma odontologia mais conservadora e pratica
tem impulsionado uma série de pesquisas, com
o intuito de buscar novas técnicas que a sim-
plifiquem de modo que minimizem seus incon-
venientes, restabelecendo de maneira simples,
porém eficaz, as fungdes orais e a satide bucal.

Por esse motivo, surgiu a idéia de desen-
volver um novo material, o 6xido de célcio, cuja
matéria base temos em abundéancia em nosso
pais: conchas de crustdceos compostas de cal-
cario e quitina.

A quitina, que apresenta potencial anticoa-
gulante, tem-se mostrado biocompativel, como
pode ser observado quando combinada com
acido sulfarico (FERNANDEZ MONAGAS
et al, 1988), ou com chitosan (MATTIOLLI-
BELMONTE et al., 1999; XU et al., 2002), além de
seus derivados terem potencial antimicrobiano
(VELASCO et al., 1989, TEIXEIRA, 2002).

O carbonato de cdlcio e a quitina mostra-
ram-se capazes de induzir a formacao de hidro-
xiapatita (VARMA et al., 1999; MUZZARELLI;
MUZZARELLI, 2002; XU et al., 2002), o que su-
gere pesquisas na area odontolégica para ava-
liar o potencial indutor da formagdo de dentina
reacional, viabilizando, por exemplo, o seu uso
em técnicas de restauragdes atraumaticas (ART)
ou em cimentos de forramento.

A carboximetilquitina e a carboximetil-
quitosana, principais derivados da quitina,
sdo hidrolisadas em condigdes fisioldgicas
(FERNANDEZ MONAGAS, 1998), formando
acido carbonico, que origina o bicarbonato de
sodio e os ions H, responsaveis pelo poder tam-
pdo, e mostram, por meio de seu comportamen-
to hidrodindmico, sua capacidade polieletroliti-
ca (FERNANDEZ MONAGAS, 2000). Porém, o
veiculo em que houve sua maior liberagdo foi o
oleoso, como pode ser observado por Revoredo
e colaboradores (1998).
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Quando se desenvolve um novo produto,
é extremamente necessdrio que se realizem tes-
tes laboratoriais e clinicos que comprovem sua
ndo-toxidade para os tecidos nos quais sera uti-
lizado. Tais cuidados permitem a utilizagao cli-
nica segura desse novo produto, além de forne-
cer mais subsidios que permitam seu emprego
pelos profissionais.

A toxicidade de um material dentario pode
ser avaliada em experimentos com animais, em
estudos clinicos com humanos e em testes in vi-
tro (LARSSON, 1994). O sistema biolégico mais
utilizado para testes de toxicidade in vitro é a
cultura celular e constitui valioso instrumento
para observar a reagdo celular em relagdo aos
materiais dentdrios. O principal objetivo da téc-
nica de andlise da citotoxicidade utilizando o
cultivo celular é permitir o estudo do comporta-
mento celular em um meio controlado, livre das
complexas intera¢des do organismo. Para a sua
execugdo, a metodologia de cultura de células
ou de tecidos necessita do uso de equipamentos
especializados, tais como capela de fluxo lami-
nar e incubadoras que mantenham as condicoes
de manutencao de viabilidade celular, com ni-
veis adequados de temperatura e atmosfera. As
vantagens dessa metodologia sdo controle am-
biental das células, facilidade de execugdo, rapi-
dez e baixo custo (FRESHNEY, 1990).

Por essa razao, avaliamos in vitro a agao
dessas substancias sobre culturas de fibroblas-
tos, por meio do método de exclusado de células
coradas pelo azul de Trypan.

A forma de preparo do material é de ex-
trema importancia para utilizar a metodolo-
gia in vitro. O ideal é preparar e testar o ma-
terial, observando como foi usado clinicamente
(SPANGBERG; PASCON, 1988), sendo mais im-
portante padronizar a drea de superficie ativa
da peca-teste em contato com as células do que
o peso do material utilizado (KAWAHARA;
IMANISHI; OSHIMA, 1979). Nessas condigoes,
o 6xido de célcio foi aplicado nas laminulas
de vidro introduzidas nas placas de Petri, nas
quais colocamos as substancias em contato di-
reto com as células.
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6 Consideracées finais

Nos experimentos de curto prazo, pdde-
se verificar que, apds a aplicacdo do material,
houve sobrevivéncia de células viaveis em to-
das as fases do experimento.

Nos experimentos de longo prazo, cons-
tatou-se que o 6xido de célcio, embora tivesse
apresentado crescimento celular ligeiramente
menor quando comparado ao grupo controle,
permitiu crescimento até o ultimo periodo ex-
perimental.

Nossos resultados nos levaram a concluir
que nenhuma das concentra¢cdes demonstrou
ser citotéxica in vitro em cultura de fibroblastos,
tanto a curto quanto a longo prazo.

In vitro evaluation of

the biocompatibility the
braquiopodes for the new
elaboration materials

The purpose of this study was to carry out an
in vitro evaluation of the citotoxity of conchs,
to prepare a new material with calcium car-
bonate or calcium phosphate. The conchs were
triturates and rained in fine drops. The mate-
rial were placed in glass slides and after placed
in cells cultured. We used cell line NIH-3T3
and gingival fibroblasts plaqued 1 x 10* cells
in Petri dish. The counting was realized in op-
tic microscopoic in one, three, five and seven
days and zero, four, eight and 12 hours. After
the contact of the material in cells cultured,
the cells number were determined by count-
ing the cells using Trypan blue dye exclusing
assay. In both tests the material allowed cel-
lular growing. The results conclude that: the
material wasn't citotoxity in vitro in fibroblasts
cultured.

Key words: Biocompatibility.
Calcium phosphate. Chitin. Chitosan.
Citotoxicity.
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