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Resumo

Introdugao: A protecao pulpar direta consiste num procedimento minimamente invasivo, no
qual é colocado um biomaterial na polpa exposta, para manter a vitalidade do 6rgao dentario.
Em estudos anteriores verificou-se que o biomaterial Life® determinou citotoxicidade elevada
e morte celular in vitro.

Objetivos: Este trabalho teve como principal objetivo a identificagdo dos compostos
presentes neste biomaterial responsaveis pela diminui¢ao da proliferagdo e da viabilidade de
células odontoblasticas (MDPC-23).

Materiais e Métodos: As culturas celulares foram tratadas com os extratos das fases
organica e aquosa obtidos da extracao liquido-liquido de meios condicionados pelo Life®, com
o solvente acetato de etilo. A atividade metabdlica foi avaliada (ensaio MTT) e os compostos
identificados através de analise quimica, por técnicas espectroscépicas.

Resultados: O extrato resultante da fase organica originou uma diminuigao significativa da
atividade metabdlica, enquanto que com a fragdo aquosa nao foram observados efeitos
citotoxicos.

Discussédo: A andlise quimica ao extrato organico permitiu determinar, pela primeira vez,
quais os compostos responsaveis pela morte celular associada ao Life®. A citotoxicidade
deste material deriva duma mistura dos regioisdmeros orto, para e meta da N-etil-
toluenosulfonamida. Dado o sucesso clinico moderado deste biomaterial, estes resultados
permitem que novos materiais, tendo como base a sua composi¢gdo, possam ser
desenvolvidos com caracteristicas de biocompatibilidade melhoradas.

Conclusoes: Confirmou-se a toxicidade do biomaterial Life® nas células MDPC-23 e a N-Etil-
o/p/m-toluenosulfonamida foi identificada como o agente téxico. Tendo em conta os

resultados obtidos, a aplicagao deste produto ndo é recomendada.

Palavras-chave: Protecido pulpar direta; Biomaterial; Hidréxido de Calcio; Citotoxicidade;

Odontoblastos.

Abstract

Introduction: Direct pulp capping consists of a minimally invasive procedure in which a

material is placed in the exposed pulp, in order to maintain the dental organ vitality. In previous



studies, it was found that the Life® biomaterial presented high cytotoxicity and cell death in

vitro.

Objectives: Identification of the Life® constituents responsible for the decrease in the

proliferation and viability of odontoblast-like cells (MDPC-23).

Materials and Methods: The aqueous media conditioned with Life® was submitted to liquid-
liquid extraction with ethyl acetate. Cells were treated with both organic and aqueous fractions
and further MTT assays were carried out to evaluate metabolic activity. The toxic compounds

were determined by spectroscopy techniques.

Results: The organic phase showed a significant decrease in metabolic activity. On the other

hand, no cytotoxic effect was observed with the aqueous fraction.

Discussion: For the first time, the compounds associated with Life® induced cell death were
determined. The mixture of isomers (ortho/para/meta) of N-ethyl-toluenesulfonamide is
responsible for the cytotoxicity of this biomaterial. Given the moderate clinical success of this
biomaterial, our results allow new materials with improved biocompatibility characteristics, to

be developed based on Life® composition.

Conclusions: The toxicity of biomaterial Life® in MDPC-23 cells was confirmed and N-ethyl-
toluenesulfonamide was identified as the toxic agent. Based on our results, the application of

this product will not be recommended.

Keywords: Direct pulp capping; Biomaterial; Calcium hydroxide; Cytotoxicity; Odontoblasts.

1. Introducao

O ¢6rgao dentario, estrutura com elevado grau de complexidade, € formado por tecidos
mineralizados, nomeadamente o esmalte, a dentina e o cemento, que envolvem a polpa
dentaria, um tecido conjuntivo altamente especializado. Localizada no interior da camara
pulpar e do sistema de canais radiculares, a polpa € constituida por um conjunto de células,
que incluem odontoblastos, fibroblastos, células de defesa, como macréfagos e células
apresentadoras de antigénio e, ainda, células indiferenciadas. Estas células encontram-se
dispostas numa matriz extracelular.” Para além disso, a polpa dentaria apresenta um potencial

intrinseco de reparacgao, que leva a formacgao de dentina reparadora.?
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As caries dentarias, as lesdes iatrogénicas e os traumatismos severos sao algumas das
condicbes que podem levar a exposi¢cao do tecido pulpar. Ao longo do tempo, tém sido
desenvolvidas diferentes estratégias para o tratamento da polpa exposta, que incluem a
protegado pulpar, direta e indireta, e a pulpotomia.® Nestes tratamentos, o objetivo final consiste
na preservacao do tecido pulpar, com remocéo do tecido contaminado, e estimulagdo da

reparagdo da zona exposta através da produgdo de uma barreira de tecido mineralizado.*

A protecéo pulpar direta consiste num procedimento minimamente invasivo, no qual é
colocado um biomaterial diretamente na polpa exposta, com o objetivo de manter a vitalidade
do 6rgao dentario.® Idealmente, este deve ser biocompativel, antimicrobiano e deve estimular

a formacao de dentina terciaria ou reparadora.

Durante décadas, o hidréxido de calcio foi considerado o biomaterial gold-standard para
protecdes pulpares. Este biomaterial apresenta algumas vantagens, como excelentes
propriedades antimicrobianas e capacidade de induzir o processo de reparagcao quando
aplicado nos tecidos pulpares. No entanto, o facto de produzir uma ponte dentinaria com
multiplos defeitos e porosidades, bem como a sua dissolu¢ao ao longo do tempo e
incapacidade de promover um selamento a longo-prazo contra a microinflitragéo, constituem

algumas das desvantagens deste biomaterial.®

Posteriormente, a melhor compreensao dos processos de reparagdo e regeneragao do
complexo pulpo-dentinario, levou ao aparecimento de novos compostos. Os agregados
triéxidos minerais surgiram nos anos 90 e, quando comparados com os materiais a base de
hidroxido de calcio, apresentam melhores resultados devido a uma reducao dos niveis de
necrose e inflamagao, bem como, a formagdo de pontes dentinarias mais densas e com
defeitos minimos em tunel.*® Contudo, estes biomateriais encontram-se associados a
descoloragcbes da estrutura dentaria, dificuldade na manipulacdo e tempo de presa
prolongado.” Recentemente, tém sido desenvolvidas e estudadas alternativas aos

biomateriais anteriores, nomeadamente os cimentos a base de silicatos tricalcicos.

Em estudos realizados anteriormente por Paula et al.,® foram avaliados diferentes
materiais utilizados na terapéutica de protecao pulpar direta, representativos dos grupos
acima descritos. Concluiu-se que o biomaterial Life®, um cimento a base de hidréxido de
célcio, provocou uma diminuicdo da atividade metabdlica e viabilidade celular, estando
associado ao aumento da morte celular. Este biomaterial € formado por um sistema de duas
pastas que, de acordo com o fabricante (Kerr Hawe, Bioggio, Switzerland), apresenta a
composigao descrita na tabela 1. A mistura das duas pastas desencadeia as reagdes quimicas
representadas no esquema 1, levando a formagao dum dissalicilato complexado com calcio,

que é a base do cimento.*'°
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Tabela 1: Descrigao da composig¢éo quimica do biomaterial utilizado.

Pasta base Pasta catalisadora

Oxido de zinco (ZnO); hidréxido de calcio = Salicilato de metilo (CsHsOs); sulfato de bario
(Ca(OH),); oxido de calcio (Ca0). (BaS0s); diéxido de titanio (TiOy); 2,2-
dimetilpropano-1,3-diol (CsH1205).

A elevada utilizagdo do biomaterial Life® na pratica clinica justifica a pertinéncia deste
projeto de investigacao cujo principal objetivo se focou na identificacdo dos componentes

presentes neste biomaterial responsaveis pela sua citotoxicidade.
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Esquema 1: Reagbes quimicas envolvidas na preparagéo do cimento dentario a partir do hidréxido de
célcio, comercialmente designado de Life® A transterificagdo do salicilato de metilo (1) com o 2,2-
dimetilpropano-1,3-diol (2) origina o dissalicilato (3) que complexa com o calcio para dar origem ao

composto 5.

2. Material e Métodos

2.1. Biomaterial

Neste estudo foi utilizado o biomaterial Life®, que se apresenta na forma de duas
pastas, base e catalisadora. Para a preparacao do material, as pastas foram manipuladas e

misturadas em partes iguais, de acordo com as instrucoes.

A planificacdo dos estudos in vitro seguiu a norma ISO 10993-5 (“International

Standard of Biological Evaluation of Medical Devices — part 5: tests for in vitro cytotoxicity”) "'
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que estabelece procedimentos adequados para a avaliagdo da citotoxicidade de materiais

dentarios.

Assim, foram misturadas e espatuladas partes iguais das duas pastas e colocadas em
moldes de placas de policloreto de polivinila (do inglés, Polyvinyl Chloride, PVC) de 3 mm de
didmetro por 1,5 mm de espessura e manteve-se a uma temperatura de 37°C numa atmosfera
com 95% de humidade relativa, durante 24 horas. Apds o tempo de presa, os fragmentos
obtidos foram designados por pellets. Apds este periodo, os pellets foram retirados do molde
colocados em caixas de 6 pocos e esterilizados com uma lampada de luz ultravioleta (U.V.),

durante 20 minutos para cada face.

Concluida a esterilizagado, procedeu-se a preparacao das solugdes condicionadas,
pelos biomateriais na cdmara de fluxo laminar. De acordo com o protocolo utilizado em
estudos anteriores, ® incubou-se meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM,
Sigma D-5648) suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS, do inglés, fetal bovine
serum, Sigma F7524), com substrato (pellets). O condicionamento do meio de cultura foi
realizado em tubos de falcon, numa relagdo de 250 mm? de superficie de contato do material
por mL de solugao (ou seja, 9 pellets por mL de meio de cultura) durante 24 horas a 37°C, na
incubadora HeraCell 150. O meio condicionado obtido foi diluido com igual volume de DMEM
fresco de modo a obter solugbes para as quais se considerou uma concentragédo de 50%. As

diluicbes sucessivas foram obtidas do mesmo modo.

Face aos nossos objetivos, que incluiram a identificagcao dos componentes ativos do
meio condicionada por andlise quimica, prepararam-se de igual modo solugdes de agua
condicionada de modo a permitir a obtencdo de amostras com menor “ruido”. Dada a
complexidade do meio de cultura, a utilizacao de solugbes de agua condicionada facilita a
extracao liquido-liquido. Para isto, utilizou-se agua ultrapura autoclavada que foi incubada
com a mesma area de contacto do biomaterial durante 24 horas a 37°C. Apds este periodo,
considerou-se a agua condicionada e foi realizada uma diluicdo em igual volume de DMEM
duplamente concentrado, formando assim a concentragdo Y2, equivalente a de meio
condicionado previamente descrita. As concentracdes inferiores foram obtidas por diluicdo em
meio DMEM.

2.2. Extracao liquido-liquido

Ap6s a preparagdo da agua condicionada com o biomaterial Life®, como descrito

anteriormente, a solucao (20 ml) foi submetida a uma extragdo com acetato de etilo (2 x 20
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ml). A fase organica foi seca com sulfato de sddio anidro e evaporado o solvente a presséo

reduzida.

2.3. Separacao por Coluna de Cromatografia

Os compostos foram purificados por cromatografia “flash” em coluna de silica, usando
gel de silica 60 (0,035-0,070 mm) adquirida na Acros Organics, usando diclorometano como
eluente, e controlando a eluigdo por cromatografia em camada fina (TLC). Os controlos por
cromatografia em camada fina (TLC) foram realizadas utilizando placas pré-revestidas de
silica gel Macherey-Nagel Xtra SIL G / UV254.

2.4. Analise quimica

Os espectros de ressonancia magnética nuclear, RMN "H e RMN "*C, foram obtidos
nos espectrometros Brucker Avance Ill, operando a 400 MHz (RMN 'H) e a 100 MHz (RMN
13C). O solvente utilizado foi o cloroférmio deuterado (CDCls). Os valores dos desvios quimicos
sao apresentados em partes por milhdo (ppm) relativamente ao padrao interno tetrametilsilano
(TMS) e os valores das constantes de acoplamento (J) sdo expressos em Hz. Os espectros
de infravermelho (IV) foram adquiridos num espectrometro Agilent Technologies Carey 630
FTIR com ATR. A analise por cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massa
(GC-MS) foi efetuada num cromatégrafo de gases Agilent Technoligies 7820 Series GC

System acoplado a um espectrémetro de massa Agilent Technoligies 5975 MSD System.

2.5. Culturas Celulares

Neste trabalho foi utilizada a linha celular do tipo odontoblastos de rato MDPC-23,
sendo a utilizagao desta linha celular recomendada em estudos in vitro que pretendam avaliar
a biocompatibilidade de materiais dentarios.'? As células foram cultivadas e propagadas de
modo a obter um numero de células suficiente para a realizacao das experiéncias e suas
repeticdes.”™'* Foram entdo mantidas a 37°C numa atmosfera humidificada com 95% de ar e
5% de CO2, em incubadora HeraCell 150. O meio de cultura utilizado foi o DMEM
suplementado com 10% de FBS (Sigma F7524), 250 uM de piruvato de sédio (Gibco 11360)
e 1% de antibiético (100 U/mL de penicilina e 10 pg/mL estreptomicina; Sigma A5955).

Para a realizagdo dos estudos in vitro foi necessario distribuir as células por placas.
Apds observagdo ao microscopio dos frascos com culturas celulares e selegdo do que

apresentava maior confluéncia, removeu-se o meio de cultura do mesmo e lavou-se com 5
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mL de tampéo fosfato salino (do inglés phosphate buffered saline - PBS). O PBS foi obtido
através da mistura de cloreto de sédio (NaCl) a 137 mM (Sigma, S7653), cloreto de potassio
(KCl) a 2,7 mM (Sigma, P9333), hidrogenofosfato de sddio (NaH2PO4) a 10 mM (Sigma,
S5011) e hidrogenofosfato de potassio (KH2PO4) a 1,8 mM (Sigma, P0662), dissolvidos em
agua destilada com pH ajustado a 7,4. De seguida adicionou-se 3 mL de uma solucao de
tripsina-EDTA a 0,25 % (Sigma T4049) e incubou-se durante cinco minutos a 37°C, de modo
a garantir a separagao celular. Apds esse periodo, o frasco foi observado ao microscopio para
garantir que as células se encontravam destacadas do frasco e, seguidamente, com o objetivo
de inativar a acao da tripsina, adicionou-se meio de cultura (pelo menos o dobro do volume

correspondente a tripsina).

Para proceder a contagem, a suspenséo celular contida no frasco foi transferida para
um tubo de falcon e com uma micropipeta foram retirados 20 uL dessa suspensao. Estes
foram colocados num eppendorf, o qual ja continha 20 uL do corante Azul de Tripano,
suspendeu-se e colocou-se sobre a camara de Neubauer, num microscoépio o6tico invertido
(Nikon Eclipse TS 100) com ampliagdo de 100x. Apds a contagem, ajustou-se o volume das
suspensdes celulares com meio de cultura, de forma a obter a concentragcao celular

pretendida para cada estudo.

Prepararam-se suspensdes com 50.000 células/mL que foram distribuidas por placas
de 12 ou 96 pogos e foram incubadas overnight, de forma a promover a adesao celular aos

POGOS.

2.6. Estudos de citotoxicidade

Ap6s as placas ficarem incubadas overnight, administrou-se o Life® na concentragéo
de 50% (%), sob a forma de solugbes condicionadas, bem como os extratos da fragao
organica e aquosa, obtidas da extracdo liquido-liquido, nas concentragcdes de
6,25%;12,5%;25%;50% e 100%.

Em todos os ensaios foram realizados controlos que corresponderam a culturas
celulares nao submetidas a qualquer tratamento, apenas mantidas em DMEM com 10% de
FBS. No ensaio do extrato organico foi realizado também um controlo que correspondia a
células mantidas em DMEM (com 10% de FBS), ao qual foi adicionada a percentagem de
dimetilsulfoxido (DMSO) utilizada na dissolugdo desta fase. As culturas celulares foram

incubadas durante 24, 72 e 120 horas.
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2.7. Atividade metabdlica

Para avaliar o efeito dos biomateriais na atividade metabdlica das células realizou-se
o ensaio do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio). O MTT é reduzido
por células metabolicamente ativas devido a acédo das enzimas desidrogenases. As
desidrogenases tém a capacidade de clivar os anéis de tetrazélio do MTT de cor amarela e
formar cristais de formazano de cor azul escura que podem ser posteriormente solubilizados

e quantificados por meios espetrofotométricos.

Para tal, o meio das placas de 96 pogos foi aspirado e procedeu-se a lavagem de cada
poco com PBS. Posteriormente, em cada pog¢o da placa de cultura, colocaram-se 50 uL de
uma solugdo de MTT (0,5 mg/mL; Sigma M2128) preparada em PBS, com pH de 7,4, e
incubaram-se as placas no escuro a 37°C durante a noite. '° De forma a solubilizar os cristais
de formazano obtidos, acrescentaram-se a cada pog¢o 100 uL de uma solugao 0,04 M de acido
cloridrico em isopropanol e deixaram-se as placas em agitacdo durante 30 minutos.
Posteriormente, homogeneizou-se cada pogo com uma micropipeta e foi lida a sua
absorvancia no espetrofotémetro EnSpire® no comprimento de onda de 570nm, tendo esta
como valor de referéncia a absorvancia de 620nm. A atividade metabdlica expressou-se como
percentagem da atividade metabdlica das culturas submetidas aos meios condicionados em

relacdo a atividade metabdlica das culturas celulares controlo.® 17

2.8. Viabilidade Celular

Com o objetivo de avaliar a viabilidade celular foi realizado o teste de exclusdo por
Azul de Tripano. Para isso, foram preparadas placas de 12 pogos como anteriormente descrito

e procedeu-se a contagem celular como indicado no ponto 2.5.

Este ensaio é utilizado para determinar o niumero de células viaveis numa suspensao
celular e baseia-se no principio de que as células vivas possuem membranas celulares
intactas que excluem certos corantes, enquanto as células mortas ndo. Assim, procedeu-se a
contagem das células viaveis (ndo coradas) e das nao viaveis (coradas) e calculou-se a

viabilidade celular através da seguinte férmula:

Numero de células vivas

- oy —
Viabilidade celular (%) Nimero total de células x 100
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2.9. Analise estatistica

Realizou-se a analise estatistica com recurso ao software GraphPad, Prism 8. Para a
avaliagdo da normalidade da distribuicdo das varidveis quantitativas utilizou-se o teste
Shapiro-Wilk.

Realizou-se a comparagao da atividade metabdlica das culturas celulares submetidas
a tratamento com as culturas celulares controlo, normalizadas a 100%, utilizando o teste t
para uma amostra nos casos em que se verificou uma distribuicdo normal e homogeneidade
de variancias. Quando se verificou o contrario, realizou-se o teste de Wilcoxon. Os valores de

p foram corrigidos segundo o método de Bonferroni.

Compararam-se os resultados da viabilidade celular através da ANOVA (do inglés,
analysis of variance) de um fator, apds confirmacdo dos critérios de normalidade e
homogeneidade de variancias. Foram realizadas comparagdes multiplas entre os grupos e a

respetiva correcao de Bonferroni.

Foi considerado um valor de significancia de 5% para todas as comparacgoes.

3. Resultados

3.1. Atividade Metabdlica

A atividade metabdlica da cultura MDPC-23 encontra-se representada na figura 1.
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Figura 1: Atividade metabdlica das culturas celulares de odontoblastos MDPC-23 expostas durante 24,

72 e 120 horas, ao meio condicionado e a solugdo condicionada (agua ultrapura condicionada

reconstituida com DMEM duplamente concentrado) pelo biomaterial Life®, na concentracdo de 50%.
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Os resultados apresentam-se na forma de média e erro padrao de um minimo de trés experiéncias em

triplicado.

Tal como nos estudos realizados anteriormente,® o tratamento com o meio
condicionado com Life® determinou a diminuic&o significativa da atividade metabdlica, para

os periodos de incubagao de 24, 72 e 120 horas.

Para além disso, a exposi¢cao das células a solugéo condicionada, formada pelo meio
de cultura DMEM duplamente concentrado e pela agua ultrapura, levaram a igual diminuigao

da atividade metabdlica, para os trés periodos de incubagéo.

A atividade metabdlica das células MDPC-23 submetidas ao extrato da fragdo orgénica
do biomaterial Life®, nos periodos de incubagdo de 24, 72 e 120 horas, encontra-se

representada na figura 2.

Extrato fase organica
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Figura 2: Atividade metabdlica das culturas celulares de odontoblastos MDPC-23 expostas durante 24,
72 e 120 horas a fase organica do biomaterial Life®. Os resultados apresentam-se na forma de média
e erro padrao de um minimo de trés experiéncias em triplicado. Quando existem diferengas
estatisticamente significativas relativamente ao controlo, estas estdo representadas através de um *,

sendo que * significa p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001.

Numa primeira analise, podemos observar que a fragdo organica determinou, com o
aumento da concentragdo, uma diminuicdo da atividade metabdlica. Para as culturas
celulares submetidas a fase orgénica nas concentragdes de 6,25% e 12,5%, a atividade

metabdlica manteve-se equivalente a das culturas celulares controlo nao tratadas, apés 24,
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72 e 120 horas de incubagao. Para a concentracdo de 25%, verificou-se uma diminuicao
significativa da atividade metabdlica, apdés 72 horas de incubagao, para 61,40%+6,124
(p=0,07) e, apds 120 horas de incubagao, para 57,82+6,517 (p<0,001). O extrato organico na
concentracao de 50% determinou diminui¢do significativa da atividade metabdlica para
44,99+6,073 (p<0,001) e para 3,21+0,783 (p<0,001), para os tempos de incubagado de 24
horas e 72 horas, respetivamente. Na concentracao de 100%, observou-se uma diminuigao
acentuada da atividade metabdlica para 1,95+0,451 (p<0,001), para 0,48+0,100 (p=0,075) e
para 0,40+0,090 (p<0,001), apds 24, 72 e 120 horas de incubacéo, respetivamente.

A atividade metabdlica das células MDPC-23 submetidas a fragdo aquosa do
biomaterial Life®, nos periodos de incubagao 24,72 e 120 horas, encontra-se representada na

figura 3.
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Figura 3: Atividade metabdlica das culturas celulares de odontoblastos MDPC-23 expostas durante 24,
72 e 120 horas, a fase aquosa do biomaterial Life®.Os resultados apresentam-se na forma de média e
erro padrdo de um minimo de trés experiéncias em triplicado. Quando existem diferengas
estatisticamente significativas relativamente ao controlo, estas estdo representadas através de um *,

sendo que * significa p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001.

De um modo geral, o tratamento com o extrato da fase aquosa nao determinou
alteragbes significativas da atividade metabdlica, em relacdo as culturas celulares controlo
nao tratadas, apresentando sempre valores superiores a 62,75+6,580. Registou-se um

aumento estatisticamente significativo para a concentragdo de 12,5%, apdés 72 horas de
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incubagao, para 112,50+3,017% (p=0,024). Também se verificou uma diminuicdo com
significado estatistico, para a concentragdo de 100%, ap6és um periodo de 72 horas, para
62,75+6,576 (p=0,007).

3.2. Viabilidade celular

A viabilidade celular da cultura MDPC-23 encontra-se representada na figura 4.

Life 50%
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3
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1
Life

Figura 4: Viabilidade das células MDPC-23 expostas durante 24 e 120 horas, ao tratamento com os
meios condicionados pelo biomaterial Life®, na concentragéo de 50%. Os resultados apresentam-se na
forma de média e erro padrdo de um minimo de trés ensaios. Quando existem diferengas
estatisticamente significativas entre condicdes, estas estdo representadas através de um *, sendo que
* significa p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001. Os grupos para os quais o valor de viabilidade foi de zero,

encontram-se representados através de #.

A viabilidade celular foi avaliada por comparagdo com as culturas celulares do grupo
controlo ndo submetidas a tratamento. Para um periodo de exposi¢cao de 24 horas aos meios
condicionados pelo biomaterial Life®, na concentragdo de 50%, verificou-se uma diminuigao
estatisticamente significativa da viabilidade celular para 4,27+1,452% (p<0,001). Para um

periodo de exposi¢cao de 120 horas nao se verificou viabilidade celular.
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Os resultados experimentais da viabilidade das células MDPC-23 submetidas ao

extrato da fase organica do biomaterial Life® estédo representados na Figura 5.
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Figura 5: Viabilidade das células MDPC-23 exposta ao extrato da fase organica, durante 24 horas e
120 horas. Os resultados apresentam-se na forma de média e erro padrdo, com um minimo de trés

ensaios. Quando existem diferengas estatisticamente significativas entre condigbes, estas estédo

*k*k

representadas através de um *, sendo que * significa p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001. Os grupos para

0s quais o valor de viabilidade foi de zero, encontram-se representados através de #.

De um modo geral, o tratamento com o extrato organico determinou, com o aumento
do tempo de incubagao e com o0 aumento da concentragao, uma diminuigao significativa da
viabilidade celular. Foram realizadas comparacdes entre os grupos submetidos a fragao
organica e as células do grupo controlo tratadas com DMSO, que corresponde ao solvente

utilizado na dissolugao da fragdo organica.

Desta forma, observou-se que, para um periodo de incubacao de 24 horas, as células
expostas a uma concentracao de 50% apresentaram uma perda de viabilidade celular para
67,8245,703% (p<0,001) e para a concentracdo de 100% uma perda acentuada para
7,44+1,740% (p<0,001).

Apods as 120 horas de exposicdo, para a concentragdo de 25% verificou-se uma
diminuicdo estatisticamente significativa da viabilidade celular, em relagdo as culturas
celulares do grupo controlo para 24,59+7,322% (p<0,001). Relativamente as concentragoes

de 50% e 100%, para o mesmo tempo de exposi¢ao, ndo se obteve viabilidade celular.
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Os resultados experimentais da viabilidade das células MDPC-23 submetidas ao

extrato da fase aquosa do biomaterial Life® estao representados na Figura 6.
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Figura 6: Viabilidade das células MDPC-23 exposta ao extrato da fase aquosa, durante 24 horas e 120
horas. Os resultados apresentam-se na forma de média e erro padrdo, com um minimo de trés ensaios.

Quando existem diferengas estatisticamente significativas entre condi¢des, estas estdo representadas

*kk

através de um *, sendo que * significa p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001. Os grupos para 0s quais o valor

de viabilidade foi de zero, encontram-se representados através de #.

Para os periodos de incubacao de 24 e 120 horas, as células do tipo odontoblastos
submetidas a fase aquosa do biomaterial ndo sofreram alteracgdes significativas da viabilidade

celular, observando-se sempre valores superiores a 89,98+1,134%.

3.3. Anadlise quimica do extrato organico

A 4gua condicionada com o Life® foi submetida a extracéo liquido-liquido e o extrato
orgéanico purificado por coluna de cromatografia em “flash”. Apds o isolamento, e depois de
removido o eluente por evaporagao a pressao reduzida, foi obtido um éleo com uma coloragao
ligeiramente amarelada. Os compostos presentes foram identificados recorrendo a técnicas
espectroscopicas de ressonancia magnética nuclear protonica (RMN 'H) e de carbono de
(RMN '3C), de infravermelho (IV) e cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de
massa (GC-MS). O espectro de RMN 'H e o cromatograma do GC-MS encontram-se
representados nas figuras 7 e 8, respetivamente, e os restantes espectros de IV e RMN *C

foram colocados em anexo. Alguns dados relativos aos espectros estdo descritos na Tabela
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2. Os dados do GC-MS revelam a presenga de trés compostos isoméricos, apresentando
tempos de retencao diferentes, mas com espectros de massa idénticos. A integracao dos
sinais na regido dos arématicos (6 = 7-8 pm) do RMN 'H, e a determinagdo das constantes
de acoplamento J, confirmam a presenca de uma mistura de trés regioisémeros aromaticos,

orto, para e meta.

© o
g g
I
I 3]
35888588
mmmmmm b
g% Rl
b
© 2
L M[ T T
A
W A\ L ILU[ |
W A 3 s | L | ¥ b
& o o & e L
33 2] = 5 &< <
T T T T T T T T 7 7 T T T T T T T T T T T
100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 0§ 00 05 -10
1 {(ppm)

Figura 7: Espectro de RMN 'H dos compostos isolados do extrato organico, obtido em cloroférmio

deuterado (CDClI3) a 400 MHz.
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Figura 8: Cromatograma e espectro de massa correspondente ao pico com tempo de retengéo de

9.67 min, obtido num GC-MS com ionizagao por impacto eletrénico.
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Tabela 2: Dados da analise espectroscopica do extrato organico.

RMN 'H RMN 3C v GC-MS
(400 MHz, CDCls) (100 MHz, CDCls) Vimax/ cm’™ tempo de retengdo /
5/ ppm 5/ ppm min (m/z)

7.97 (d, J=8.2 Hz, 2H, Ar-H, isdbmero | 143.3, 139.8, 139.3, 138.0, | 3284, 2978, 2938, | 9.56 (199),

isdbmero para), 7.69-7.66 (m, 2H, Ar- | 132.7, 132.5, 129.7, 129.5, | 1154
H, isdmero meta), 7.48-7.43 (m, 1H, | 128.9, 127.4, 127.1, 126.1,
Ar-H, isémero orto), 7.40-7.38 (m, | 124.2, 38.3, 38.2, 38.0, 21.5,
2H, Ar-H do isémero meta), 7.33-7.27 | 21.3, 20.3, 15.2, 15.0

(m, 3H, Ar-H do isémero meta), 4.75
(s, 1H, NH, mistura dos 3 isémeros),
3.04-2.96 (m, 2H, CH,CHgs, mistura
dos 3 isémeros), 2.66 (s, 3H, Me,
isébmero orto), 2.42 (s, 3H, Me,
mistura de isdémeros meta e para),
1.12-1.07 (m, 3H, CHxCHgs, mistura
dos 3 isdbmeros)

para), 7.76 (d, J =8.2 Hz, 2H, Ar-H, | 137.1, 137.0, 133.4, 1328, | 2877, 1597, 1314, | (199), 9.78 (199)

9.67

4. Discussao

Este projeto de investigagao veio dar continuidade a estudos realizados anteriormente
pelo grupo de trabalho,® nos quais foram avaliados diferentes materiais utilizados na
terapéutica de protegao pulpar direta. Idealmente, o biomaterial utilizado nesta técnica, para
além de aderir a superficie dentaria e garantir um correto selamento, ndo deve ser
reabsorvivel, téxico, carcinogénico ou genotoxico, devendo apresentar biocompatibilidade e
bioatividade.®> O facto de o material Life® ter demonstrado elevada citotoxicidade quando
comparado com outros biomateriais,® motivou a realizagdo de estudos com o objetivo de
identificar o componente responsavel por essa morte celular, tendo em conta a composigao

apresentada pelo fabricante.

Assim, na fase inicial do trabalho, foram reproduzidos os resultados obtidos
previamente. Através da realizagcao de ensaios de MTT verificou-se que, para a exposi¢ao ao
Life®, na concentracéo de 50%, a atividade metabdlica foi residual, tanto para meio como para
a solugdo condicionada. Estes resultados, para além de permitirem confirmar o efeito
citotoxico do material na cultura celular MDPC-23, também garantiram a viabilidade da

metodologia adotada neste trabalho, em que foi necessario obter uma solugéao condicionada
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por incubacao do biomaterial em agua ultrapura, de modo a viabilizar os estudos de quimica

subsequentes.

O ensaio de MTT determina a atividade metabdlica e é amplamente utilizado para
avaliar a citotoxicidade de um biomaterial. No entanto, este por si s6 torna-se insuficiente visto
que a diminuicdo da atividade metabdlica ndo resulta necessariamente de morte celular. Esta
pode ser provocada por um estimulo que limite o metabolismo celular, tornando-se necessaria
a realizacao de estudos complementares. Neste caso realizou-se um ensaio que permite
avaliar a viabilidade celular, como o teste de exclusdo do Azul de Tripano. Assim, para células
expostas ao Life®, na concentracéo de 50%, verificou-se uma diminuigéo da viabilidade celular
para valores proximos do zero, sendo significativa apés as 120 horas, quando comparado
com a avaliagao as 24 horas. Deste modo, os resultados deste ensaio permitiram garantir que

a diminuig¢do da atividade metabdlica estaria associada a morte celular.

De notar que, se um material é téxico in vitro, pode nao revelar necessariamente
elevada citotoxicidade in vivo. Contudo, existe evidéncia na literatura em como os materiais a
base de hidréxido de calcio se encontram associados a menores taxas de sucesso, quando

comparados com outros biomateriais utilizados na técnica de protecéo pulpar direta.?>1819

Assim, o objetivo do trabalho passou pela identificacdo das substancias téxicas
presentes no biomaterial responsaveis pela citotoxicidade ja verificada. Neste contexto,
realizou-se, em primeiro lugar, uma separagado liquido-liquido, entre a agua ultrapura
condicionada e acetato de etilo, com o intuito de extrair os componentes organicos do meio

agquoso.

Os extratos das duas fases foram avaliados nas células MDPC-23, em condi¢des
idénticas, tendo sido realizados os ensaios de MTT e do Azul de Tripano. Nao ser observou
citotoxicidade com o extrato da fase aquosa. No entanto, comprovou-se que os constituintes
organicos seriam responsaveis pela citotoxicidade, visto que se verificou uma diminuigao
significativa da atividade metabdlica e viabilidade celular, para concentragbes iguais ou

superiores a 25%.

Recorreu-se aos métodos espectroscdpicos com o intuito de identificar os constituintes
da fragéo organica. Pela andlise do RMN 'H (Figura 7 e Tabela 2) constatou-se, devido aos
sinais com desvios quimicos na regido 7-8 ppm, a presengca de compostos aromaticos na
fragdo organica. Numa primeira andlise, e tendo em conta a composigéo do Life®, descrita
pelo fabricante, avaliou-se presenga de derivados do salicilato de metilo. No entanto, no
espectro de RMN C (Anexo | e Tabela 2) verifica-se a auséncia de grupos carbonilos. A
inexisténcia de picos no intervalo de desvios tipicos do carbono destes grupos funcionais,
entre 160-200 ppm, veio contrariar a hipotese inicial. Adicionalmente, a presenca de uma

banda no espectro de IV (Anexo Il e Tabela 2) a 3284 cm™, caracteristica dum grupo NH,
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contribuiu para excluir a associagao entre os compostos presentes no extrato organico e os

indicados pelo fabricante.

O cromatograma de GC-MS (Figura 8, Tabela 2) revelou a presenga de trés
compostos, apresentando tempos de retencio diferentes, 9.56, 9.67 e 9.78, mas com

espectros de massa idénticos e com o pico do ido molecular m/z = 199.

De facto, por analise das bulas farmacéuticas do Life®, constatou-se a presenca de um
composto nao descrito na bula europeia (Anexo 1V), mas referido na bula americana (Anexo
V), a N-etil-toluenosulfonamida (Esquema 2). Foi possivel identificar os compostos presentes
no extrato orgénico como uma mistura dos regioisémeros orto, para e meta da N-etil-
toluenosulfonamida (NETSA). Os espectros de IV e de massa encontram-se concordantes

com os descritos na literatura para o NETSA.?°

As percentagens de cada isdmero foram obtidas a partir das areas dos sinais refentes
a cada um no cromatograma do GC-MS, sendo de 57, 36 e 7% para orto, para e meta,
respetivamente. A sua atribuigéo foi efetuada com base no espectro de RMN 'H. Os sinais
correspondentes aos 4 protdes do grupo aromatico do isbmero para surgem como dois
dubletos para desvios quimicos a 7.97 e 7.76 ppm, enquanto que os do isémero orto surgem
como multipletos a 7.48-7.43 e 7.33-7.27 ppm.

HI}IJ HN HN
0=S=0 =8=0 0=S=0
ortho (57%) para (36%) meta (7%)

Esquema 2: Estrutura quimica dos regioisdmeros orto, para e meta da N-etil-toluenosulfonamida
(NETSA), cuja férmula é CoH13NO2S. Sao ainda apresentadas a percentagens dos isdmeros presentes
no extrato organico obtidas por GC-MS.

O NETSA, como mistura dos seus regioisomeros, € usado como agente plastificante
em resinas, acetato de celulose, nitrocelulose, lacas, adesivos, tintas e, como consequéncia,
tém-se verificado a sua presenca como contaminante em aguas e produtos alimentares.?'
Apesar dos dados escassos sobre as propriedades toxicoldgicas destes compostos, encontra-
se reportado algum efeito mutagénico® e, por isso, deve constituir motivo de preocupacgéo a

sua utilizagao.

Assim, através da realizagao deste projeto, determinou-se pela primeira vez, quais os
compostos responsaveis pela morte celular associada ao Life®. Dado o sucesso clinico

moderado deste biomaterial, estes resultados permitem que novos materiais, tendo como
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base a sua composigao, possam ser desenvolvidos com caracteristicas de biocompatibilidade
melhoradas. Como perspetiva futura, podera ser estudada a substituicdo do NETSA por
outros agentes plastificantes de base natural, com propriedades melhoradas e sem riscos

para a saude humana.?

5. Conclusao

O presente trabalho permitiu confirmar a toxicidade do Life® nas células MDPC-23,
corroborando estudos anteriores, bem como identificar a N-Etil-o/p/m-toluenosulfonamida

como o agente responsavel pela sua citotoxicidade.

Para além disso, estes resultados tornaram evidente a necessidade de um maior rigor e
restricdo quanto a descricdo da constituicdo de biomateriais dentarios, principalmente em
relacdo a presenga de compostos residuais que possam influenciar a biocompatibilidade do
produto. Em casos em que, tal como o Life®, o produto final resulte da mistura de duas pastas,
torna-se imperativo a descrigcdo dos compostos resultantes da reagao entre os componentes

iniciais, visto que estes poderao apresentar citotoxicidade.

Apesar de ja existirem biomateriais com caracteristicas melhoradas, o Life®continua a ser
amplamente utilizado na pratica clinica. Assim sendo e tendo em conta os resultados obtidos,

a aplicagao deste produto ndo sera recomendada.
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8. Abreviaturas, simbolos e formulas

ANOVA: Analysis of variance

DMEM: Dulbecco's modified eagle médium

DMSO: Dimetilsulféxido

FBS: Fetal bovine serum

ISO: International Organization for Standardization
MDPC-23: Mouse dental papilla cell -23

MTT: Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
NETSA: N-etil-toluenosulfonamida

PBS: Phosphate buffered saline

PVC: Polyvinyl Chloride

TLC: do inglés Thin Layer Chromatography

Ar: Grupo arilo

J: Constante de acoplamento

GC-MS: do inglés Gas Chromatography-Mass Spectrometry
IV: Espectroscopia de Infravermelho

RMN: Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
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Anexo |- Espectro de RMN '3C
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Anexo Il - Espectro de infravermelho
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Anexo Il — Material utilizado

Material utilizado Lote Data de validade Marca Comercial
Life® LOT 6775374 2020-03-31 Kerr
LOT 6880919 2020-05-31
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Anexo IV — Composicdo do biomaterial Life®, segundo a bula
farmacéutica europeia
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Life Base 15/07/2015

Ficha de dados de segurancga
Life Base

1.1. Identificador do produto
Nome do produto : Life Base
1.2. Utilizacoes identificadas relevantes da substancia ou mistura e utilizagoes desaconselhadas

Utilizacoes identificadas relevantes
Categoria de uso principal : Uso profissional
Fungao ou categoria de utilizagao : Materiais odontolégicos.

Usos desaconselhados
Nao existe informacao adicional disponivel

1.3. Identificacao do fornecedor da ficha de dados de seguranca

Fornecedor Fabricante

Kerr Italia Sr.l. Kerr Italia S.r.l.

Via Passanti, 332 Via Passanti, 332

84018 Scafati (SA) - Italy 84018 Scafati (SA) - Italy

T +39-081-850-8311 T +39-081-850-8311

E-mail: safe kerrhawe.com E-mail: safety@kerrhawe.com

Pessoa de contacto : safety@kerrhawe.com - tel. 00-800-41-050-505 (08.00-17.00)

1.4. Numero de telefone de emergéncia
Numero de emergéncia : CHEMTREC® Emergency Call Center. Emergency Telephone Number (for USA only) 001-
800-424-9300 Intemational and Maritime Telephone Number +1 (703) 527-3887
Pais Organismo/Empresa Morada Namero de emergéncia
Portugal Centro de Informagao Antivenenos 'fmfgt?;;amw- 36 +351 808 250 143

SECCAO 2: IDENTIFICACAO DOS PERIGOS

21. Classificacao da substancia ou mistura

Classificacao de acordo com o regulamento (CE) n® 1272/2008 [CLP]
Aquatic Chronic 2 H411

Texto completo das categorias de classificagao e das adverténcias H: consultar a Seccao 16

2.2, Elementos do rétulo

Rotulagem de acordo com o Regulamento (CE) n° 1272/2008 [CLP]
Pictogramas de perigo (CLP) :

GHS09
Palavra-sinal (CLP) Do-
Adverténcias de perigo (CLP) : H411 - Téxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros
Recomendacgdes de prudéncia (CLP) : P273 - Evitar a libertacao para o ambiente
P501 - Eliminar o contetdo/recipiente em uma instalacao de recolha de residuos autorizada
Frases adicionais : Este produto € um dispositivo médico livre (Regulamento (CE) N.o 1907/2006, artigo 2°,

paragrafo 6): Dispositivos médicos, tal como definidos nas Directivas 90/385/CEE e
93/42/EEC, invasivos ou utilizados em contacto directo com o corpo, e dispositivos médicos
definidos na Directiva 98/79/CE.

ESSENTICON Essenticon - SDS EU v2 PT (portugués)
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2.3. Outros perigos

Outros riscos que nao contribuem para a : Nenhum(as) em condigées normais.
classificagao

Esta substancia/mistura nao preenche os critérios PBT do regulamento REACH, Anexo XIII.
Esta substancia/mistura nao preenche os critérios mPmB do regulamento REACH, Anexo XIII.

SECCAO 3: COMPOSICAO/INFORMACAO SOBRE OS COMPONENTES

3.1. Substancia
Nao aplicavel
3.2 Mistura
Nome Identificador do produto % Classificacao de acordo
com o regulamento (CE) n°
1272/2008 [CLP]
o6xido de zinco (n° CAS) 1314-13-2 >=12 -<=17 Aquatic Acute 1, H400
(n" CE) 215-222-5 Aquatic Chronic 1, H410
(Numero de indice) 030-013-00-7
(N° REACH) 01-2119463881-32
calcium hydroxide (n® CAS) 1305-62-0 >=3 - <=6 Skin Irrit. 2, H315
(n* CE) 215-137-3 Eye Irrit. 2, H319
(N° REACH) 01-2119475151-45
oxido de célcio (n° CAS) 1305-78-8 Nao classificado
bstancia com limite de exposigao profissional naci i (n° CE) 215-138-9
(PT) (N° REACH) 01-2119475325-36
Texto integral das frases H: ver a secgao 16.
SECCAO 4: PRIMEIROS SOCORROS
4.1. Descricao das medidas de primeiros socorros
Primeiros socorros geral : Caso sinta indisposi¢ao, contacte um centro de informagao antivenenos ou um médico.
Primeiros socorros em caso de inalagao : Enxaguar nariz e boca com agua. Conseguir assisténcia médica caso qualquer mal-estar
continue.
Primeiros socorros em caso de contacto coma : Lavar suavemente com sabonete e agua abundantes. Em caso de irritagao ou erupgao
pele cutanea: consulte um médico.
Primeiros socorros em caso de contacto com os : Enxaguar imediatamente com agua por pelo menos 15 minutos. Assegurar-se de que
olhos removeu eventuais lentes de contacto dos olhos antes de enxaguar. Caso a irritagao ocular
persista: Consulte um médico.
Primeiros socorros em caso de ingestao : Enxaguar nariz, boca e garganta com agua. Conseguir assisténcia médica caso qualquer
mal-estar continue.
4.2 Sintomas e efeitos mais importantes, tanto agudos como retardados
Sintomas/lesdes : Em caso de indisposigao, consultar um médico.
4.3. Indicacoes sobre cuidados médicos urgentes e tratamentos especiais necessarios
Nao existe informagao adicional disponivel
SECCAO 5: MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIOS
5.1. Meios de extincao
Agentes extintores adequados : Agua pulverizada. Diéxido de carbono. Pé seco.
Agentes extintores inadequados : Nao usar uma corrente de agua forte.
5.2. Perigos especiais decorrentes da substancia ou mistura
Perigo de incéndio : Nao inflamavel.
Perigo de explosao : O produto nao é explosivo.
Produtos de decomposigao perigosos em caso : Nenhum Produto desintegravel perigoso especifico notificado.
de incéndio
5.3. Recomendacoes para o pessoal de combate a incéndios
Instrugdes para extingao de incéndio : Remover os recipientes para longe da area de incéndio se isso puder ser feito sem risco.
Eliminar todas as fontes de ignicao se tal puder ser feito em seguranca.
Protec¢ao durante o combate a incéndios : Nao entrar na area em chamas sem equipamento protector adequado, incluindo protecgao
respiratoria.
SECCAO 6: MEDIDAS A TOMAR EM CASO DE FUGAS ACIDENTAIS
6.1. Precaucodes individuais, equipamento de proteccao e procedimentos de emergéncia
Procedimentos gerais : Nao é necessario em condi¢des de uso normais.

Essenticon - SDS EU v2 PT (portugués)
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Ficha de dados de seguranga
LIFE CATALYST

DA SUBSTANCIA/MISTURA E DA SOCIEDADE/EMPRESA

1.1. Identificador do produto

Nome do produto . LIFE CATALYST

1.2. Utilizacoes identificadas relevantes da substancia ou mistura e utilizacoes desaconselhadas
Utilizacoes identificadas relevantes

Categoria de uso principal : Uso profissional

Fungao ou categoria de utilizagao : Materiais odontolégicos.

Usos desaconselhados
Nao existe informacao adicional disponivel

1.3. Identificacao do fornecedor da ficha de dados de seguranca

Fornecedor Fabricante

Kerr Italia S.r.l. Kerr Italia S.rl.

Via Passanti, 332 Via Passanti, 332

84018 Scafati (SA) - Italy 84018 Scafati (SA) - Italy

T +39-081-850-8311 T +39-081-850-8311

E-mail: saf kerrhawe.com E-mail: safety@kerrhawe.com

Pessoa de contacto : safety@kerrhawe.com - tel. 00-800-41-050-505 (08.00-17.00)

14. Numero de telefone de emergéncia
Nimero de emergéncia :  CHEMTREC® Emergency Call Center. Emergency Telephone Number (for USA only) 001-
800-424-9300 International and Maritime Telephone Number +1 (703) 527-3887
Pais Organismo/Empresa Morada Numero de emergéncia
Portugal Centro de Informagao Antivenenos '1*&3 of\l')';‘;ft?ioza"m~ 36 +351 808 250 143

SECCAO 2: IDENTIFICACAO DOS PERIGOS

21. Classificacao da substancia ou mistura

Classificacao de acordo com o regulamento (CE) n° 1272/2008 [CLP]
Acute Tox. 4 (Oral) H302

Eye Dam. 1 H318

Texto completo das categorias de classificacao e das adverténcias H: consultar a Sec¢ao 16

2.2, Elementos do rétulo

Rotulagem de acordo com o Regulamento (CE) n® 1272/2008 [CLP]
Pictogramas de perigo (CLP)

GHS05 GHS07
Palavra-sinal (CLP) :  Perigo
Componentes perigosos ;O salicilato de metilo, 2,2-dimetilpropano-1,3-diol
Adverténcias de perigo (CLP) :  H302 - Nocivo por ingestao
H318 - Provoca lesdes oculares graves
Recomendacdes de prudéncia (CLP) :  P264 - Lavar as maos, os antebragos e a cara cuidadosamente apés manuseamento

P270 - Nao comer, beber ou fumar durante a utilizagao deste produto.

P280 - Usar protecgao ocular, luvas de proteccao

P301+P312 - EM CASO DE INGESTAO: caso sinta indisposi¢do, contacte um médico, um
CENTRO DE INFORMAGAO ANTIVENENOS

5 ESSENTICON Essenticon - SDS EU v2 PT (portugués)
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P305+P351+P338+P310 - SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: Enxaguar
cuidadosamente com agua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as,
se tal Ihe for possivel. Continue a enxaguar. Contacte imediatamente um médico

P330 - Enxaguar a boca

P501 - Eliminar o conteudo/recipiente em ...

Frases adicionais . Este produto é um dispositivo médico livre (Regulamento (CE) N.o 1907/2006, artigo 2°,
paragrafo 6): Dispositivos médicos, tal como definidos nas Directivas 90/385/CEE e
93/42/EEC, invasivos ou utilizados em contacto directo com o corpo, e dispositivos
médicos definidos na Directiva 98/79/CE.

23. Outros perigos

Outros riscos que nao contribuem para a . Nenhum(as) em condi¢cdes normais.
classificagcao

Esta substancia/mistura nao preenche os critérios PBT do regulamento REACH, Anexo XIII.
Esta substancia/mistura nao preenche os critérios mPmB do regulamento REACH, Anexo XIlI.

SECCAO 3: COMPOSICAO/INFORMACAO SOBRE OS COMPONENTES

3.1. Substancia

Nao aplicavel
3.2 Mistura
Nome Identificador do produto % Classificacao de acordo
com o regulamento (CE) n°
1272/2008 [CLP]
O salicilato de metilo (n° CAS) 119-36-8 =>35-<50 Acute Tox. 4 (Oral), H302
(n* CE) 204-317-7
(N° REACH) 01-2119515671-44
sulfato de bario (n° CAS) 7727-43-7 =>35-<50 Nao classificado
(n° CE) 231-784-4
(N° REACH) 01-2119491274-35
diéxido de titanio (n° CAS) 13463-67-7 =>10-<15 Nao classificado
(n° CE) 236-675-5
(N° REACH) 01-2119489379-17
2,2-dimetilpropano-1,3-diol (n° CAS) 126-30-7 =>5-<10 Eye Dam. 1, H318
(n° CE) 204-781-0

(N° REACH) 01-2119480396-30

Texto completo das frases H, ver secgao 16

ISECCAO 4: PRIMEIROS SOCORROS

41. Descricao das medidas de primeiros socorros

Primeiros socorros geral :  Colocar a vitima ao ar livre. Se for necessario consultar um médico, mostre-lhe a
embalagem ou o rétulo.

Primeiros socorros em caso de inalagao :  Retirar a vitima para uma zona ao ar livre e manté-la em repouso numa posi¢ao que nao
dificulte a respiragao.

Primeiros socorros em caso de contacto coma : Lavar suavemente com sabonete e agua abundantes. Em caso de irritagao cutanea:

pele consulte um médico.

Primeiros socorros em caso de contacto com os : Enxaguar cuidadosamente com agua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto,

olhos retire-as, se tal Ihe for possivel. Continue a enxaguar. Consulte imediatamente um médico.

Primeiros socorros em caso de ingestao : Em caso de ingestdo, lavar repidamente a boca com agua (apenas se a vitima estiver

consciente). NAO provocar o vémito. Contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico.

4.2. Sintomas e efeitos mais importantes, tanto agudos como retardados

Sintomas/lesdes em caso de contacto com a . Rubores, dor. Borbulhas.

pele

Sintomas/lesdes em caso de contacto com os :  Provoca lesdes oculares graves. Rubores, dor.

olhos

Sintomas/lesdes em caso de ingestao : Nocivo por ingestao. Pode causar uma ligeira irritagdo dos tecidos da boca, garganta e

tracto gastrointestinal.

43. Indicacoes sobre cuidados médicos urgentes e tratamentos especiais necessarios
Inexisténcia de medidas especificas identificadas.

ISECCAO 5: MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIOS
5.1. Meios de extincao

Agentes extintores adequados : Utilizar os meios adequados para combater os incéndios circunvizinhos. Espuma, diéxido
de carbono (CO2) e pé.

JESSENTICON Essenticon - SDS EU v2 PT (portugués)
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Anexo V — Composicdo do biomaterial Life®, segundo a bula
farmacéutica americana
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Kerr

SAFETY DATA SHEET

LIFE BASE (Regular & Fast)

Section 1. Identification

GHS product identifier

Other means of
identification

Product type

: LIFE BASE (Regular & Fast)
: Not available.

: Paste.

Product use
Area of application

Manufacturer

e-mail address of person
responsible for this SDS

Emergency telephone
number (with hours of
operation)

: Dental cavity liner and pulp capping agent.
: Professional applications.

: Kerr Corporation

1717 West Collins Avenue
Orange, CA 92867-5422
Telephone no.: 1-800-KERR-123

: edwin.varela@kavokerrgroup.com

: CHEMTREC® (24 hours) U.S. : 1-800-424-9300 International: +1-703-527-3887

Section 2. Hazards identification

OSHA/HCS status

Classification of the
substance or mixture

GHS label elements
Hazard pictograms

Signal word

Hazard statements

Precautionary statements

Prevention

: This material is considered hazardous by the OSHA Hazard Communication Standard

(29 CFR 1910.1200).

Health effects are based on the uncured material.

: SKIN IRRITATION - Category 2

SERIOUS EYE DAMAGE - Category 1
SPECIFIC TARGET ORGAN TOXICITY (SINGLE EXPOSURE) (Respiratory tract
irritation) - Category 3

Percentage of the mixture consisting of ingredient(s) of unknown toxicity: 17.3%

: Danger
: Causes serious eye damage.

Causes skin irritation.
May cause respiratory irritation.

: Wear protective gloves. Wear eye or face protection. Use only outdoors or in a well-

ventilated area. Avoid breathing dust. Wash hands thoroughly after handling.

Date of issue/Date of revision

:01/07/2015 Date of previous issue :No previous validation Version :1 1/12

United States
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LIFE BASE (Regular & Fast)

Section 2. Hazards identification

Response : IF INHALED: Remove victim to fresh air and keep at rest in a position comfortable for
breathing. Call a POISON CENTER or physician if you feel unwell. IF ON SKIN: Wash
with plenty of soap and water. Take off contaminated clothing. Wash contaminated
clothing before reuse. If skin irritation occurs: Get medical attention. IF IN EYES:
Rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact lenses, if present and
easy to do. Continue rinsing. Immediately call a POISON CENTER or physician.

Storage : Store locked up.
Disposal : Dispose of contents and container in accordance with all local, regional, national and
international regulations.
Supplemental label : Do not taste or swallow. Wash thoroughly after handling.
elements
Hazards not otherwise : Causes digestive tract burns.
classified
Section 3. Composition/information on ingredients
Substance/mixture : Mixture
Other means of : Not available.

identification

CAS ber/other identifi
CAS number : Not applicable.
Product code : Not available.
Ingredient name Other names % CAS number
calcium dihydroxide calcium dihydroxide 30-60 1305-62-0
N-ethyl-o(or p)-toluenesulphonamide N-ethyl-o(or p)- 30-60 8047-99-2
toluenesulphonamide
zinc oxide zinc oxide 10-30 1314-13-2
Calcium oxide calcium oxide 1-5 1305-78-8

Any concentration shown as a range is to protect confidentiality or is due to batch variation.

There are no additional ingredients present which, within the current knowledge of the supplier and in the
concentrations applicable, are classified as hazardous to health and hence require reporting in this section.

Section 4. First aid measures

Description of n first aid m r

Eye contact : No special measures are required. In case of contact with eyes, rinse immediately with
plenty of water. Get medical attention if symptoms occur.

Inhalation : No special measures required. If inhaled, remove to fresh air. Get medical attention if
symptoms occur.

Skin contact : No special measures required. In case of contact, immediately flush skin with plenty of
water. Get medical attention if symptoms occur.

Ingestion : Wash out mouth with water. If material has been swallowed and the exposed person is

conscious, give small quantities of water to drink. Stop if the exposed person feels sick
as vomiting may be dangerous. Get medical attention if adverse health effects persist or

are severe.
M importan mptoms/eff n |
Potential acute health effects
Eye contact : Causes serious eye damage.
Inhalation : May cause respiratory irritation. Exposure to decomposition products may cause a
health hazard. Serious effects may be delayed following exposure.
Date of issue/Date of revision :01/07/2015 Date of previous issue 2 No previous validation Version :1 212

United States
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Kerr

SAFETY DATA SHEET

LIFE CATALYST

Section 1. Identification

GHS product identifier

Other means of
identification

Product type

: LIFE CATALYST
: Not available.

: Paste.

Product use
Area of application

Manufacturer

e-mail address of person
responsible for this SDS

Emergency telephone
number (with hours of
operation)

: CHEMTREC® (24 hours) U.S. : 1-800-424-9300

: Dental cavity liner and pulp capping agent.
: Professional applications.

: Kerr Corporation

1717 West Collins Avenue
Orange, CA 92867-5422
Telephone no.: 1-800-KERR-123

: edwin.varela@kavokerrgroup.com

International: +1-703-527-3887

Section 2. Hazards identification

OSHA/HCS status

Classification of the
substance or mixture

GHS label elements
Hazard pictograms

Signal word
Hazard statements

Precautionary statements

Prevention

Response

Storage
Disposal

: This material is considered hazardous by the OSHA Hazard Communication Standard

(29 CFR 1910.1200).

: ACUTE TOXICITY (oral) - Category 4

SERIOUS EYE DAMAGE - Category 1
Percentage of the mixture consisting of ingredient(s) of unknown toxicity: 37.8%

: Danger
: Harmful if swallowed.

Causes serious eye damage.

: Wear eye or face protection. Do not eat, drink or smoke when using this product.

Wash hands thoroughly after handling.

: IF SWALLOWED: Call a POISON CENTER or physician if you feel unwell. Rinse

mouth. IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact
lenses, if present and easy to do. Continue rinsing. Immediately call a POISON
CENTER or physician.

: Not applicable.
: Dispose of contents and container in accordance with all local, regional, national and

international regulations.

Date of issue/Date of revision

:01/06/2015 Date of previous issue :No previous validation Version :1 1/10

United States
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LIFE CATALYST

Section 2. Hazards identification

Hazards not otherwise
classified

: None known.

Section 3. Composition/information on ingredients

Substance/mixture

Other means of
identification

CAS number/other identifiers
CAS number
Product code

: Mixture
: Not available.

: Not applicable.
: Not available.

Ingredient name

Other names % CAS number

methyl salicylate
2,2-dimethylpropane-1,3-diol

methyl salicylate 30-60 119-36-8
2,2-dimethylpropane-1, 5-10 126-30-7
3-diol

Any concentration shown as a range is to protect confidentiality or is due to batch variation.

There are no additional ingredients present which, within the current knowledge of the supplier and in the
concentrations applicable, are classified as hazardous to health and hence require reporting in this section.

Section 4. First aid measures

Description of first aid

Eye contact
Inhalation
Skin contact

Ingestion

: No special measures are required. In case of contact with eyes, rinse immediately with

plenty of water. Get medical attention if symptoms occur.

: No special measures required. If inhaled, remove to fresh air. Get medical attention if

symptoms occur.

: No special measures required. In case of contact, immediately flush skin with plenty of

water. Get medical attention if symptoms occur.

: Wash out mouth with water. If material has been swallowed and the exposed person is

conscious, give small quantities of water to drink. Stop if the exposed person feels sick
as vomiting may be dangerous. Get medical attention if adverse health effects persist or
are severe.

Most important symptoms/effects. acute and delayed

Potential acute health effects
Eye contact
Inhalation

Skin contact
Ingestion

: Causes serious eye damage.
: May give off gas, vapor or dust that is very irritating or corrosive to the respiratory

system.

: No known significant effects or critical hazards.
: Harmful if swallowed. May cause burns to mouth, throat and stomach.

Over-exposure signs/symptoms

Eye contact

Inhalation
Skin contact

: Adverse symptoms may include the following:

pain
watering
redness

: No specific data.
: Adverse symptoms may include the following:

pain or irritation
redness
blistering may occur

Date of issue/Date of revision

:01/06/2015 Date of previous issue :No previous validation Version :1 2/10

United States
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