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Resumo  

Introdução: A proteção pulpar direta consiste num procedimento minimamente invasivo, no 

qual é colocado um biomaterial na polpa exposta, para manter a vitalidade do órgão dentário. 

Em estudos anteriores verificou-se que o biomaterial Lifeâ determinou citotoxicidade elevada 

e morte celular in vitro.  

Objetivos: Este trabalho teve como principal objetivo a identificação dos compostos 

presentes neste biomaterial responsáveis pela diminuição da proliferação e da viabilidade de 

células odontoblásticas (MDPC-23).  

Materiais e Métodos: As culturas celulares foram tratadas com os extratos das fases 

orgânica e aquosa obtidos da extração líquido-líquido de meios condicionados pelo Lifeâ, com 

o solvente acetato de etilo. A atividade metabólica foi avaliada (ensaio MTT) e os compostos 

identificados através de análise química, por técnicas espectroscópicas.   

Resultados: O extrato resultante da fase orgânica originou uma diminuição significativa da 

atividade metabólica, enquanto que com a fração aquosa não foram observados efeitos 

citotóxicos.  

Discussão: A análise química ao extrato orgânico permitiu determinar, pela primeira vez, 

quais os compostos responsáveis pela morte celular associada ao Lifeâ. A citotoxicidade 

deste material deriva duma mistura dos regioisómeros orto, para e meta da N-etil-

toluenosulfonamida. Dado o sucesso clínico moderado deste biomaterial, estes resultados 

permitem que novos materiais, tendo como base a sua composição, possam ser 

desenvolvidos com características de biocompatibilidade melhoradas. 

Conclusões: Confirmou-se a toxicidade do biomaterial Lifeâ nas células MDPC-23 e a N-Etil-

o/p/m-toluenosulfonamida foi identificada como o agente tóxico. Tendo em conta os 

resultados obtidos, a aplicação deste produto não é recomendada. 

 

Palavras-chave: Proteção pulpar direta; Biomaterial; Hidróxido de Cálcio; 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 
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studies, it was found that the Lifeâ biomaterial presented high cytotoxicity and cell death in 

vitro.  

Objectives: Identification of the Lifeâ 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 Lifeâ 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. Introdução 

O órgão dentário, estrutura com elevado grau de complexidade, é formado por tecidos 

mineralizados, nomeadamente o esmalte, a dentina e o cemento, que envolvem a polpa 

dentária, um tecido conjuntivo altamente especializado. Localizada no interior da câmara 

pulpar e do sistema de canais radiculares, a polpa é constituída por um conjunto de células, 

que incluem odontoblastos, fibroblastos, células de defesa, como macrófagos e células 

apresentadoras de antigénio e, ainda, células indiferenciadas. Estas células encontram-se 

dispostas numa matriz extracelular.1 Para além disso, a polpa dentária apresenta um potencial 

intrínseco de reparação, que leva à formação de dentina reparadora.2 
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As cáries dentárias, as lesões iatrogénicas e os traumatismos severos são algumas das 

condições que podem levar à exposição do tecido pulpar. Ao longo do tempo, têm sido 

desenvolvidas diferentes estratégias para o tratamento da polpa exposta, que incluem a 

proteção pulpar, direta e indireta, e a pulpotomia.3 Nestes tratamentos, o objetivo final consiste 

na preservação do tecido pulpar, com remoção do tecido contaminado, e estimulação da 

reparação da zona exposta através da produção de uma barreira de tecido mineralizado.4 

A proteção 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 órgão dentário.5 Idealmente, este deve ser biocompatível, antimicrobiano e deve estimular 

a formação de dentina terciária ou reparadora. 

Durante décadas, o hidróxido de cálcio foi considerado o biomaterial gold-standard para 

proteções pulpares. Este biomaterial apresenta algumas vantagens, como excelentes 

propriedades antimicrobianas e capacidade de induzir o processo de reparação quando 

aplicado nos tecidos pulpares. No entanto, o facto de produzir uma ponte dentinária com 

múltiplos defeitos e porosidades, bem como a sua dissolução ao longo do tempo e 

incapacidade de promover um selamento a longo-prazo contra a microinflitração, constituem 

algumas das desvantagens deste biomaterial.6  

Posteriormente, a melhor compreensão dos processos de reparação e regeneração do 

complexo pulpo-dentinário, levou ao aparecimento de novos compostos. Os agregados 

trióxidos minerais surgiram nos anos 90 e, quando comparados com os materiais à base de 

hidróxido de cálcio, apresentam melhores resultados devido a uma redução dos níveis de 

necrose e inflamação, bem como, à formação de pontes dentinárias mais densas e com 

defeitos mínimos em túnel.4,5 Contudo, estes biomateriais encontram-se associados a 

descolorações da estrutura dentária, dificuldade na manipulação e tempo de presa 

prolongado.7 Recentemente, têm sido desenvolvidas e estudadas alternativas aos 

biomateriais anteriores, nomeadamente os cimentos à base de silicatos tricálcicos.  

Em estudos realizados anteriormente por Paula et al.,8 foram avaliados diferentes 

materiais utilizados na terapêutica de proteção pulpar direta, representativos dos grupos 

acima descritos. Concluiu-se que o biomaterial Lifeâ, um cimento à base de hidróxido de 

cálcio, provocou uma diminuição da atividade metabólica e viabilidade celular, estando 

associado ao aumento da morte celular. Este biomaterial é formado por um sistema de duas 

pastas que, de acordo com o fabricante (Kerr Hawe, Bioggio, Switzerland), apresenta a 

composição descrita na tabela 1. A mistura das duas pastas desencadeia as reações químicas 

representadas no esquema 1, levando à formação dum dissalicilato complexado com cálcio, 

que é a base do cimento.9,10 
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Tabela 1: Descrição da composição química do biomaterial utilizado. 

 

A elevada utilização do biomaterial Lifeâ na prática clínica justifica a pertinência deste 

projeto de investigação cujo principal objetivo se focou na identificação dos componentes 

presentes neste biomaterial responsáveis pela sua citotoxicidade. 

 

Esquema 1: Reações químicas envolvidas na preparação do cimento dentário a partir do hidróxido de 

cálcio, comercialmente designado de Life®. A transterificação do salicilato de metilo (1) com o 2,2-

dimetilpropano-1,3-diol (2) origina o dissalicilato (3) que complexa com o cálcio para dar origem ao 

composto 5. 

 

 

2. Material e Métodos 
2.1. Biomaterial 

Neste estudo foi utilizado o biomaterial Lifeâ, que se apresenta na forma de duas 

pastas, base e catalisadora. Para a preparação do material, as pastas foram manipuladas e 

misturadas em partes iguais, de acordo com as instruções. 

A planificação 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”) 11 

Pasta base Pasta catalisadora 

Óxido de zinco (ZnO); hidróxido de cálcio 

(Ca(OH)2); óxido de cálcio (CaO). 

 

Salicilato de metilo (C8H8O3); sulfato de bário 

(BaSO4); dióxido de titânio (TiO2); 2,2-

dimetilpropano-1,3-diol (C5H12O2). 
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que estabelece procedimentos adequados para a avaliação da citotoxicidade de materiais 

dentários. 

Assim, foram misturadas e espatuladas partes iguais das duas pastas e colocadas em 

moldes de placas de policloreto de polivinila (do inglês, Polyvinyl Chloride, PVC) de 3 mm de 

diâmetro 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. Após o tempo de presa, os fragmentos 

obtidos foram designados por pellets. Após este período, os pellets foram retirados do molde 

colocados em caixas de 6 poços e esterilizados com uma lâmpada de luz ultravioleta (U.V.), 

durante 20 minutos para cada face. 

Concluída a esterilização, procedeu-se à preparação das soluções condicionadas, 

pelos biomateriais na câmara de fluxo laminar. De acordo com o protocolo utilizado em 

estudos anteriores, 8 incubou-se meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, 

Sigma D-5648) suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS, do inglês, fetal bovine 

serum, Sigma F7524), com substrato (pellets). O condicionamento do meio de cultura foi 

realizado em tubos de falcon, numa relação de 250 mm2 de superfície de contato do material 

por mL de solução (ou seja, 9 pellets por mL de meio de cultura) durante 24 horas a 37ºC, na 

incubadora HeraCell 150. O meio condicionado obtido foi diluído com igual volume de DMEM 

fresco de modo a obter soluções para as quais se considerou uma concentração de 50%. As 

diluições sucessivas foram obtidas do mesmo modo. 

Face aos nossos objetivos, que incluíram a identificação dos componentes ativos do 

meio condicionada por análise química, prepararam-se de igual modo soluções de água 

condicionada de modo a permitir a obtenção de amostras com menor “ruído”. Dada a 

complexidade do meio de cultura, a utilização de soluções de água condicionada facilita a 

extração líquido-líquido. Para isto, utilizou-se água ultrapura autoclavada que foi incubada 

com a mesma área de contacto do biomaterial durante 24 horas a 37ºC. Após este período, 

considerou-se a água condicionada e foi realizada uma diluição em igual volume de DMEM  

duplamente concentrado, formando assim a concentração ½, equivalente à de meio 

condicionado previamente descrita. As concentrações inferiores foram obtidas por diluição em 

meio DMEM.  

 

2.2. Extração líquido-líquido 

Após a preparação da água condicionada com o biomaterial Life®, como descrito 

anteriormente, a solução (20 ml) foi submetida a uma extração com acetato de etilo (2 × 20 
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ml). A fase orgânica foi seca com sulfato de sódio anidro e evaporado o solvente a pressão 

reduzida. 

 

2.3. Separação por Coluna de Cromatografia 

Os compostos foram purificados por cromatografia “flash” em coluna de sílica, usando 
gel de sílica 60 (0,035-0,070 mm) adquirida na Acros Organics, usando diclorometano como 

eluente, e controlando a eluição por cromatografia em camada fina (TLC). Os controlos por 

cromatografia em camada fina (TLC) foram realizadas utilizando placas pré-revestidas de 

sílica gel Macherey-Nagel Xtra SIL G / UV254. 

 

2.4. Análise química  

Os espectros de ressonância magnética nuclear, RMN 1H e RMN 13C, foram obtidos 
nos espectrómetros Brucker Avance III, operando a 400 MHz (RMN 1H) e a 100 MHz (RMN 
13C). O solvente utilizado foi o clorofórmio deuterado (CDCl3). Os valores dos desvios químicos 

são apresentados em partes por milhão (ppm) relativamente ao padrão interno tetrametilsilano 

(TMS) e os valores das constantes de acoplamento (J) são expressos em Hz. Os espectros 

de infravermelho (IV) foram adquiridos num espectrómetro Agilent Technologies Carey 630 

FTIR com ATR. A análise por cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massa 

(GC-MS) foi efetuada num cromatógrafo de gases Agilent Technoligies 7820 Series GC 

System acoplado a um espectrómetro 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 utilização desta linha celular recomendada em estudos in vitro que pretendam avaliar 

a biocompatibilidade de materiais dentários.12 As células foram cultivadas e propagadas de 

modo a obter um número de células suficiente para a realização das experiências e suas 

repetições.13,14 Foram então mantidas a 37ºC 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 μM de piruvato de sódio (Gibco 11360) 

e 1% de antibiótico (100 U/mL de penicilina e 10 μg/mL estreptomicina; Sigma A5955).  

Para a realização dos estudos in vitro foi necessário distribuir as células por placas. 

Após observação ao microscópio dos frascos com culturas celulares e seleção do que 

apresentava maior confluência, removeu-se o meio de cultura do mesmo e lavou-se com 5 
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mL de tampão fosfato salino (do inglês phosphate buffered saline - PBS). O PBS foi obtido 

através da mistura de cloreto de sódio (NaCl) a 137 mM (Sigma, S7653), cloreto de potássio 

(KCl) a 2,7 mM (Sigma, P9333), hidrogenofosfato de sódio (NaH2PO4) a 10 mM (Sigma, 

S5011) e hidrogenofosfato de potássio (KH2PO4) a 1,8 mM (Sigma, P0662), dissolvidos em 

água destilada com pH ajustado a 7,4. De seguida adicionou-se 3 mL de uma solução de 

tripsina-EDTA a 0,25 % (Sigma T4049) e incubou-se durante cinco minutos a 37ºC, de modo 

a garantir a separação celular. Após esse período, o frasco foi observado ao microscópio para 

garantir que as células se encontravam destacadas do frasco e, seguidamente, com o objetivo 

de inativar a ação da tripsina, adicionou-se meio de cultura (pelo menos o dobro do volume 

correspondente à tripsina).  

Para proceder à contagem, a suspensão celular contida no frasco foi transferida para 

um tubo de falcon e com uma micropipeta foram retirados 20 μL dessa suspensão. Estes 

foram colocados num eppendorf, o qual já continha 20 μL do corante Azul de Tripano, 

suspendeu-se e colocou-se sobre a câmara de Neubauer, num microscópio ótico invertido 

(Nikon Eclipse TS 100) com ampliação de 100x. Após a contagem, ajustou-se o volume das 

suspensões celulares com meio de cultura, de forma a obter a concentração celular 

pretendida para cada estudo. 

Prepararam-se suspensões com 50.000 células/mL que foram distribuídas por placas 

de 12 ou 96 poços e foram incubadas overnight, de forma a promover a adesão celular aos 

poços. 

 

2.6. Estudos de citotoxicidade 

Após as placas ficarem incubadas overnight, administrou-se o Life® na concentração 
de 50% (½), sob a forma de soluções condicionadas, bem como os extratos da fração 

orgânica e aquosa, obtidas da extração líquido-líquido, nas concentrações de 

6,25%;12,5%;25%;50% e 100%.  

Em todos os ensaios foram realizados controlos que corresponderam a culturas 

celulares não submetidas a qualquer tratamento, apenas mantidas em DMEM com 10% de 

FBS. No ensaio do extrato orgânico foi realizado também um controlo que correspondia a 

células mantidas em DMEM (com 10% de FBS), ao qual foi adicionada a percentagem de 

dimetilsulfóxido (DMSO) utilizada na dissolução desta fase. As culturas celulares foram 

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

Para avaliar o efeito dos biomateriais na atividade metabólica das células realizou-se 

o ensaio do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio). O MTT é reduzido 

por células metabolicamente ativas devido à ação das enzimas desidrogenases. As 

desidrogenases têm a capacidade de clivar os anéis de tetrazólio 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 poços foi aspirado e procedeu-se à lavagem de cada 

poço com PBS. Posteriormente, em cada poço da placa de cultura, colocaram-se 50 μL de 

uma solução de MTT (0,5 mg/mL; Sigma M2128) preparada em PBS, com pH de 7,4, e 

incubaram-se as placas no escuro a 37ºC durante a noite. 15 De forma a solubilizar os cristais 

de formazano obtidos, acrescentaram-se a cada poço 100 μL de uma solução 0,04 M de ácido 

clorídrico em isopropanol e deixaram-se as placas em agitação durante 30 minutos. 

Posteriormente, homogeneizou-se cada poço com uma micropipeta e foi lida a sua 

absorvância no espetrofotómetro EnSpire® no comprimento de onda de 570nm, tendo esta 

como valor de referência a absorvância de 620nm. A atividade metabólica expressou-se como 

percentagem da atividade metabólica das culturas submetidas aos meios condicionados em 

relação à atividade metabólica das culturas celulares controlo.8,16,17 

 

2.8. Viabilidade Celular 

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

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

Este ensaio é utilizado para determinar o número de células viáveis numa suspensão 

celular e baseia-se no princípio de que as células vivas possuem membranas celulares 

intactas que excluem certos corantes, enquanto as células mortas não. Assim, procedeu-se à 

contagem das células viáveis (não coradas) e das não viáveis (coradas) e calculou-se a 

viabilidade celular através da seguinte fórmula:  

	

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒	𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟	(%) = 	
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜	𝑑𝑒	𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠	𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜	𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙	𝑑𝑒	𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠	

	× 	100 

  

  



 

 17 

2.9. Análise estatística 

Realizou-se a análise estatística com recurso ao software GraphPad, Prism 8. Para a 

avaliação da normalidade da distribuição das variáveis quantitativas utilizou-se o teste 

Shapiro-Wilk.  

Realizou-se a comparação da atividade metabólica 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 distribuição normal e homogeneidade 

de variâncias. Quando se verificou o contrário, 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 inglês, 

analysis of variance) de um fator, após confirmação dos critérios de normalidade e 

homogeneidade de variâncias. Foram realizadas comparações múltiplas entre os grupos e a 

respetiva correção de Bonferroni. 

Foi considerado um valor de significância de 5% para todas as comparações. 

 

 

3. Resultados 
3.1. Atividade Metabólica  

A atividade metabólica da cultura MDPC-23 encontra-se representada na figura 1.   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Atividade metabólica das culturas celulares de odontoblastos MDPC-23 expostas durante 24, 

72 e 120 horas, ao meio condicionado e à solução condicionada (água ultrapura condicionada 

reconstituída com DMEM duplamente concentrado) pelo biomaterial Lifeâ, na concentração de 50%. 
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Os resultados apresentam-se na forma de média e erro padrão de um mínimo de três experiências em 

triplicado.  

 

Tal como nos estudos realizados anteriormente,8 o tratamento com o meio 

condicionado com Life® determinou a diminuição significativa da atividade metabólica, para 

os períodos de incubação de 24, 72 e 120 horas. 

Para além disso, a exposição das células à solução condicionada, formada pelo meio 

de cultura DMEM duplamente concentrado e pela água ultrapura, levaram a igual diminuição 

da atividade metabólica, para os três períodos de incubação. 

A atividade metabólica das células MDPC-23 submetidas ao extrato da fração orgânica 

do biomaterial Lifeâ, nos períodos de incubação de 24, 72 e 120 horas, encontra-se 

representada na figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Atividade metabólica das culturas celulares de odontoblastos MDPC-23 expostas durante 24, 

72 e 120 horas à fase orgânica do biomaterial Lifeâ. Os resultados apresentam-se na forma de média 

e erro padrão de um mínimo de três experiências em triplicado. Quando existem diferenças 

estatisticamente significativas relativamente ao controlo, estas estão representadas através de um *, 

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

 

Numa primeira análise, podemos observar que a fração orgânica determinou, com o 

aumento da concentração, uma diminuição da atividade metabólica. Para as culturas 

celulares submetidas à fase orgânica nas concentrações de 6,25% e 12,5%, a atividade 

metabólica manteve-se equivalente à das culturas celulares controlo não tratadas, após 24, 
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72 e 120 horas de incubação. Para a concentração de 25%, verificou-se uma diminuição 

significativa da atividade metabólica, após 72 horas de incubação, para 61,40%±6,124 

(p=0,07) e, após 120 horas de incubação, para 57,82±6,517 (p<0,001). O extrato orgânico na 

concentração de 50% determinou diminuição significativa da atividade metabólica para 

44,99±6,073 (p<0,001) e para 3,21±0,783 (p<0,001), para os tempos de incubação de 24 

horas e 72 horas, respetivamente. Na concentração de 100%, observou-se uma diminuição 

acentuada da atividade metabólica 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), após 24, 72 e 120 horas de incubação, respetivamente. 

 

 A atividade metabólica das células MDPC-23 submetidas à fração aquosa do 

biomaterial Lifeâ, nos períodos de incubação 24,72 e 120 horas, encontra-se representada na 

figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Atividade metabólica das culturas celulares de odontoblastos MDPC-23 expostas durante 24, 

72 e 120 horas, à fase aquosa do biomaterial Lifeâ.Os resultados apresentam-se na forma de média e 

erro padrão de um mínimo de três experiências em triplicado. Quando existem diferenças 
estatisticamente significativas relativamente ao controlo, estas estão 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 não determinou 

alterações significativas da atividade metabólica, em relação às culturas celulares controlo 

não tratadas, apresentando sempre valores superiores a 62,75±6,580. Registou-se um 

aumento estatisticamente significativo para a concentração de 12,5%, após 72 horas de 
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incubação, para 112,50±3,017% (p=0,024). Também se verificou uma diminuição com 

significado estatístico, para a concentração de 100%, após um período 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.   

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 

Figura 4: Viabilidade das células MDPC-23 expostas durante 24 e 120 horas, ao tratamento com os 

meios condicionados pelo biomaterial Lifeâ, na concentração de 50%. Os resultados apresentam-se na 

forma de média e erro padrão de um mínimo de três ensaios. Quando existem diferenças 
estatisticamente significativas entre condições, estas estão 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 comparação com as culturas celulares do grupo 

controlo não submetidas a tratamento. Para um período de exposição de 24 horas aos meios 

condicionados pelo biomaterial Lifeâ, na concentração de 50%, verificou-se uma diminuição 

estatisticamente significativa da viabilidade celular para 4,27±1,452% (p<0,001). Para um 

período de exposição de 120 horas não se verificou viabilidade celular.  
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Os resultados experimentais da viabilidade das células MDPC-23 submetidas ao 

extrato da fase orgânica do biomaterial Lifeâ estão representados na Figura 5. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 5: Viabilidade das células MDPC-23 exposta ao extrato da fase orgânica, durante 24 horas e 

120 horas. Os resultados apresentam-se na forma de média e erro padrão, com um mínimo de três 

ensaios. Quando existem diferenças estatisticamente significativas entre condições, estas estão 

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 #.  

 

De um modo geral, o tratamento com o extrato orgânico determinou, com o aumento 

do tempo de incubação e com o aumento da concentração, uma diminuição significativa da 

viabilidade celular. Foram realizadas comparações entre os grupos submetidos à fração 

orgânica e as células do grupo controlo tratadas com DMSO, que corresponde ao solvente 

utilizado na dissolução da fração orgânica. 

Desta forma, observou-se que, para um período de incubação de 24 horas, as células 

expostas a uma concentração de 50% apresentaram uma perda de viabilidade celular para 

67,82±5,703% (p<0,001) e para a concentração de 100% uma perda acentuada para 

7,44±1,740% (p<0,001).  

Após as 120 horas de exposição, para a concentração de 25% verificou-se uma 

diminuição estatisticamente significativa da viabilidade celular, em relação às culturas 

celulares do grupo controlo para 24,59±7,322% (p<0,001). Relativamente às concentrações 

de 50% e 100%, para o mesmo tempo de exposição, não 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 Lifeâ estão representados na Figura 6. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

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 padrão, com um mínimo de três ensaios. 

Quando existem diferenças estatisticamente significativas entre condições, estas estão 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 #.  

 

Para os períodos de incubação de 24 e 120 horas, as células do tipo odontoblastos 

submetidas à fase aquosa do biomaterial não sofreram alterações significativas da viabilidade 

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

 

3.3. Análise química do extrato orgânico 

A água condicionada com o Life® foi submetida a extração líquido-líquido e o extrato 

orgânico purificado por coluna de cromatografia em “flash”. Após o isolamento, e depois de 

removido o eluente por evaporação a pressão reduzida, foi obtido um óleo com uma coloração 

ligeiramente amarelada. Os compostos presentes foram identificados recorrendo a técnicas 

espectroscópicas de ressonância magnética nuclear protónica (RMN 1H) e de carbono de 

(RMN 13C), de infravermelho (IV) e cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de 

massa (GC-MS). O espectro de RMN 1H e o cromatograma do GC-MS encontram-se 

representados nas figuras 7 e 8, respetivamente, e os restantes espectros de IV e RMN 13C 

foram colocados em anexo. Alguns dados relativos aos espectros estão descritos na Tabela 
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2. Os dados do GC-MS revelam a presença de três compostos isoméricos, apresentando 

tempos de retenção diferentes, mas com espectros de massa idênticos. A integração dos 

sinais na região dos arómaticos (δ = 7-8 pm) do RMN 1H, e a determinação das constantes 

de acoplamento J, confirmam a presença de uma mistura de três regioisómeros aromáticos, 

orto, para e meta.  

 

 
Figura 7: Espectro de RMN 1H dos compostos isolados do extrato orgânico, obtido em clorofórmio 

deuterado (CDCl3) a 400 MHz.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8:  Cromatograma e espectro de massa correspondente ao pico com tempo de retenção de 

9.67 min, obtido num GC-MS com ionização por impacto eletrónico.  



 

 24 

Tabela 2: Dados da análise espectroscópica do extrato orgânico. 

 

 

4. Discussão 
Este projeto de investigação veio dar continuidade a estudos realizados anteriormente 

pelo grupo de trabalho,8 nos quais foram avaliados diferentes materiais utilizados na 

terapêutica de proteção pulpar direta. Idealmente, o biomaterial utilizado nesta técnica, para 

além de aderir à superfície dentária e garantir um correto selamento, não deve ser 

reabsorvível, tóxico, carcinogénico ou genotóxico, devendo apresentar biocompatibilidade e 

bioatividade.3 O facto de o material Lifeâ ter demonstrado elevada citotoxicidade quando 

comparado com outros biomateriais,8 motivou a realização de estudos com o objetivo de 

identificar o componente responsável por essa morte celular, tendo em conta a composição 

apresentada pelo fabricante. 

 Assim, na fase inicial do trabalho, foram reproduzidos os resultados obtidos 

previamente. Através da realização de ensaios de MTT verificou-se que, para a exposição ao 

Life®, na concentração de 50%, a atividade metabólica foi residual, tanto para meio como para 

a solução condicionada. Estes resultados, para além de permitirem confirmar o efeito 

citotóxico do material na cultura celular MDPC-23, também garantiram a viabilidade da 

metodologia adotada neste trabalho, em que foi necessário obter uma solução condicionada 

RMN 1H  

(400 MHz, CDCl3)  

δ / ppm 

RMN 13C  

(100 MHz, CDCl3)  

δ / ppm 

IV 

ṽmax / cm-1 

GC-MS   

tempo de retenção / 
min (m/z) 

7.97 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Ar-H, isómero 
para),   7.76 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Ar-H, 

isómero para),  7.69-7.66 (m, 2H, Ar-

H, isómero meta), 7.48-7.43 (m, 1H, 
Ar-H, isómero orto), 7.40-7.38 (m, 

2H, Ar-H do isómero meta), 7.33-7.27 

(m, 3H, Ar-H do isómero meta),  4.75 
(s, 1H, NH, mistura dos 3 isómeros), 

3.04-2.96 (m, 2H, CH2CH3, mistura 

dos 3 isómeros), 2.66 (s, 3H, Me, 
isómero orto), 2.42 (s, 3H, Me, 

mistura de  isómeros meta e para), 

1.12-1.07 (m, 3H, CH2CH3, mistura 
dos 3 isómeros) 

143.3, 139.8, 139.3, 138.0, 
137.1, 137.0, 133.4, 132.8, 

132.7, 132.5, 129.7, 129.5, 

128.9, 127.4, 127.1, 126.1, 
124.2, 38.3, 38.2, 38.0, 21.5, 

21.3, 20.3, 15.2, 15.0 

3284, 2978, 2938, 
2877, 1597, 1314, 

1154 

9.56 (199), 9.67 
(199), 9.78 (199) 
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por incubação do biomaterial em água ultrapura, de modo a viabilizar os estudos de química 

subsequentes.  

O ensaio de MTT determina a atividade metabólica e é amplamente utilizado para 

avaliar a citotoxicidade de um biomaterial. No entanto, este por si só torna-se insuficiente visto 

que a diminuição da atividade metabólica não resulta necessariamente de morte celular. Esta 

pode ser provocada por um estímulo que limite o metabolismo celular, tornando-se necessária 

a realização de estudos complementares. Neste caso realizou-se um ensaio que permite 

avaliar a viabilidade celular, como o teste de exclusão do Azul de Tripano. Assim, para células 

expostas ao Life®, na concentração de 50%, verificou-se uma diminuição da viabilidade celular 

para valores próximos do zero, sendo significativa após as 120 horas, quando comparado 

com a avaliação às 24 horas. Deste modo, os resultados deste ensaio permitiram garantir que 

a diminuição da atividade metabólica estaria associada a morte celular. 

De notar que, se um material é tóxico in vitro, pode não revelar necessariamente 

elevada citotoxicidade in vivo. Contudo, existe evidência na literatura em como os materiais à 

base de hidróxido de cálcio se encontram associados a menores taxas de sucesso, quando 

comparados com outros biomateriais utilizados na técnica de proteção pulpar direta.2,3,18,19    

Assim, o objetivo do trabalho passou pela identificação das substâncias tóxicas 

presentes no biomaterial responsáveis pela citotoxicidade já verificada. Neste contexto, 

realizou-se, em primeiro lugar, uma separação líquido-líquido, entre a água ultrapura 

condicionada e acetato de etilo, com o intuito de extrair os componentes orgânicos do meio 

aquoso.  

Os extratos das duas fases foram avaliados nas células MDPC-23, em condições 

idênticas, tendo sido realizados os ensaios de MTT e do Azul de Tripano. Não ser observou 

citotoxicidade com o extrato da fase aquosa. No entanto, comprovou-se que os constituintes 

orgânicos seriam responsáveis pela citotoxicidade, visto que se verificou uma diminuição 

significativa da atividade metabólica e viabilidade celular, para concentrações iguais ou 

superiores a 25%.   

Recorreu-se aos métodos espectroscópicos com o intuito de identificar os constituintes 

da fração orgânica. Pela análise do RMN 1H (Figura 7 e Tabela 2) constatou-se, devido aos 

sinais com desvios químicos na região 7-8 ppm, a presença de compostos aromáticos na 

fração orgânica. Numa primeira análise, e tendo em conta a composição do Life®, descrita 

pelo fabricante, avaliou-se presença de derivados do salicilato de metilo. No entanto, no 

espectro de RMN 13C (Anexo I e Tabela 2) verifica-se a ausência de grupos carbonilos. A 

inexistência de picos no intervalo de desvios típicos do carbono destes grupos funcionais, 

entre 160-200 ppm, veio contrariar a hipótese inicial. Adicionalmente, a presença de uma 

banda no espectro de IV (Anexo II e Tabela 2) a 3284 cm-1, característica dum grupo NH, 
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contribuiu para excluir a associação entre os compostos presentes no extrato orgânico e os 

indicados pelo fabricante.  

O cromatograma de GC-MS (Figura 8, Tabela 2) revelou a presença de três 

compostos, apresentando tempos de retenção diferentes, 9.56, 9.67 e 9.78, mas com 

espectros de massa idênticos e com o pico do ião molecular m/z = 199.  

De facto, por analise das bulas farmacêuticas do Life®, constatou-se a presença de um 

composto não descrito na bula europeia (Anexo IV), mas referido na bula americana (Anexo 

V), a N-etil-toluenosulfonamida (Esquema 2). Foi possível identificar os compostos presentes 

no extrato orgânico como uma mistura dos regioisómeros 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.20  

As percentagens de cada isómero foram obtidas a partir das áreas 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 atribuição foi efetuada com base no espectro de RMN 1H. Os sinais 

correspondentes aos 4 protões do grupo aromático do isómero para surgem como dois 

dubletos para desvios químicos a 7.97 e 7.76 ppm, enquanto que os do isómero orto surgem 

como multipletos a 7.48-7.43 e 7.33-7.27 ppm.  

 

 

 

 

 

Esquema 2: Estrutura química dos regioisómeros orto, para e meta da N-etil-toluenosulfonamida 

(NETSA), cuja fórmula é C9H13NO2S. São ainda apresentadas a percentagens dos isómeros presentes 
no extrato orgânico obtidas por GC-MS. 

 

O NETSA, como mistura dos seus regioisómeros, é usado como agente plastificante 

em resinas, acetato de celulose, nitrocelulose, lacas, adesivos, tintas e, como consequência, 

têm-se verificado a sua presença como contaminante em águas e produtos alimentares.21 

Apesar dos dados escassos sobre as propriedades toxicológicas destes compostos, encontra-

se reportado algum efeito mutagénico22 e, por isso, deve constituir motivo de preocupação a 

sua utilização.  

Assim, através da realização deste projeto, determinou-se pela primeira vez, quais os 

compostos responsáveis pela morte celular associada ao Lifeâ. Dado o sucesso clínico 

moderado deste biomaterial, estes resultados permitem que novos materiais, tendo como 
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base a sua composição, possam ser desenvolvidos com características de biocompatibilidade 

melhoradas. Como perspetiva futura, poderá ser estudada a substituição do NETSA por 

outros agentes plastificantes de base natural, com propriedades melhoradas e sem riscos 

para a saúde humana.23   

 

5. Conclusão  
 

O presente trabalho permitiu confirmar a toxicidade do Lifeâ nas células MDPC-23, 

corroborando estudos anteriores, bem como identificar a N-Etil-o/p/m-toluenosulfonamida 

como o agente responsável pela sua citotoxicidade. 

Para além disso, estes resultados tornaram evidente a necessidade de um maior rigor e 

restrição quanto à descrição da constituição de biomateriais dentários, principalmente em 

relação à presença de compostos residuais que possam influenciar a biocompatibilidade do 

produto. Em casos em que, tal como o Lifeâ, o produto final resulte da mistura de duas pastas, 

torna-se imperativo a descrição dos compostos resultantes da reação entre os componentes 

iniciais, visto que estes poderão apresentar citotoxicidade. 

Apesar de já existirem biomateriais com características melhoradas, o Lifeâcontinua a ser 

amplamente utilizado na prática clínica. Assim sendo e tendo em conta os resultados obtidos, 

a aplicação deste produto não será recomendada. 
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8. Abreviaturas, símbolos e fórmulas 
 
 

ANOVA: Analysis of variance 

DMEM: Dulbecco's modified eagle médium 

DMSO: Dimetilsulfóxido 

FBS: Fetal bovine sérum 

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 inglês Thin Layer Chromatography 

Ar: Grupo arilo 

J: Constante de acoplamento 

GC-MS: do inglês Gas Chromatography-Mass Spectrometry 

IV: Espectroscopia de Infravermelho 

RMN: Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear 
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Anexo I – Espectro de RMN 13C 
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Anexo II - Espectro de infravermelho 
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Anexo III – Material utilizado 

 
 
 
 

 
 
 
 
  

Material utilizado Lote Data de validade Marca Comercial 

Lifeâ LOT 6775374 
LOT 6880919 

2020-03-31 
2020-05-31 

Kerr 
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Anexo IV – Composição do biomaterial LifeÒ, segundo a bula 
farmacêutica europeia 
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Anexo V – Composição do biomaterial LifeÒ, segundo a bula 
farmacêutica americana 
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