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Oliveira CA. Potencial bioativo de scaffolds de nanofibras de policaprolactona
contendo hidréxido de célcio e associados a fibronectina sobre células pulpares
humanas [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2021.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi sintetizar e caracterizar scaffolds de nanofibras a
base de policaprolactona (PCL) incorporados com hidroxido de calcio (HC), e avaliar
seu potencial toxico e bioativo sobre células da polpa dental humana (HDPCs) quando
associados a fibronectina (FN). Inicialmente, concentracbes de HC (0,1%; 0,2% ou
0,4%) foram incorporadas a scaffolds de PCL confeccionados por electrospinning.
Scaffolds sem HC serviram como controle. Os scaffolds foram caracterizados quanto
a morfologia por MEV associada a andlise por EDS (n=4). Também foram analisados
guanto a solubilidade, alteracdo de pH do meio e liberacdo de calcio (n=8). Entao,
HDPCs foram cultivadas sobre os scaffolds e avaliadas quanto a viabilidade
(alamarBlue, n=8; ensaio de Live/Dead n=4) nos periodos de 1, 7 e 14 dias, e adesao
e espalhamento (F-actina, n=4) em 1, 3 e 7 dias do cultivo celular. O aumento da
concentracdo de HC ampliou o didmetro das nanofibras sem interferir na porcentagem
de espacos interfibrilares e aumentou a liberagédo de célcio, mantendo a neutralidade
do meio (pH 7,0-8,0). Em comparacdo ao grupo controle, aumento significativo de
viabilidade celular foi observado apenas para o grupo contendo HC 0,4%, em todos
os periodos. Portanto, na segunda fase, scaffolds contendo ou ndo 0,4% de HC foram
adsorvidos com FN (20 pg/mL). HDPCs semeadas na superficie foram avaliadas
guanto a viabilidade, adesao e espalhamento, migracao (Trans-well; n=4), expressao
génica de marcadores de diferenciacdo odontogénica (RT-qgPCR; n=6), atividade de
fosfatase alcalina (ALP; n=8) e formac&o de nédulos de mineralizacdo (Alizarin red;
n=8). Os dados foram submetidos a ANOVA e pés testes de Tukey, Games-Howell ou
Sidak (a=5%). Os resultados de Live/Dead e F-actina foram avaliados
qualitativamente. A incorporacdo de HC e FN nos scaffolds, isolados ou em
associagdo, aumentou a capacidade de migracao celular, além de permitir um melhor
espalhamento citoplasmatico, intensificado quando houve associacdo. O mesmo foi
visto para a viabilidade celular. A expresséo de ALPL e DSPP néo foi regulada pela
presenca de HC e/ou FN, assim como a atividade de ALP. Regulacdo negativa do
gene COL1A1 foi observada em todos 0s grupos experimentais quando comparados
ao controle, enquanto o gene DMPL1 foi superexpresso na presenca de HC. O HC
favoreceu a formacgdo de matriz mineralizada, a qual n&do foi influenciada pela
presenca de FN. Assim, foi possivel concluir que a incorporacdo de 0,4% de HC a
scaffolds de PCL proporcionou topografia de superficie e propriedades favoraveis a
adesdo, espalhamento, proliferacdo e expressdo do fenotipo odontogénico por
HDPCs. Entretanto, apenas viabilidade, espalhamento e migracdo celular foram
intensificados na presenca de FN.

Palavras-chave: Polpa dentaria. Nanofibras. Hidroxido de célcio. Fibronectinas.
Expressao génica.



Oliveira CA. Bioactive potential of calcium hidroxyde-containing polycaprolactone
nanofiber scaffolds loaded with fibronectin on human pulp cells [dissertacdo de
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021.

ABSTRACT

The aim of this study was to synthesize and characterize polycaprolactone-based
nanofiber scaffolds (PCL) incorporated with calcium hydroxide (CH), as well as to
evaluate their potential toxicity and bioactivity on human dental pulp cells (HDPCs)
when loaded with fibronectin (FN). Initially, different concentrations of CH (0.1%; 0.2%
or 0.4%) were incorporated in PCL scaffolds made using electrospinning. Scaffolds
without CH served as control. The morphology and composition of the scaffolds were
characterized using SEM/EDS (n=4). They were also tested for solubility, pH change
of the medium and calcium release (n=8). Then, HDPCs were seeded on the surface
of the scaffolds and evaluated regarding their viability (alamarBlue, n=8; Live/Dead
assay, n=4) in the time intervals of 1, 7 and 14 days, and adhesion and spreading (F-
actin, n=4) in 1, 3 and 7days from cell culture. The increase in CH concentration
increased the diameter of the nanofibers without interfering with the percentage of
interfibrillar spaces, and increased the release of calcium, maintaining the neutrality of
the medium (pH 7.0-8.0). In comparison to the control group, a significant increase in
cell viability was seen only for the group containing 0.4% CH, in all time intervals.
Therefore, in the next experiment, scaffolds containing or not 0.4% CH were loaded
with FN (20 pg/mL). HDPCs were seeded on the scaffolds and evaluated for viability,
adhesion and spreading, migration (Trans-well; n=4), gene expression of odontogenic
differentiation markers (RT-gPCR; n=6), alkaline phosphatase activity (ALP; n=8) and
mineralization nodules (Alizarin red; n=8). Data were submitted to ANOVA and Tukey,
Games-Howell or Sidak post-hoc tests (a=5%). The results of live/dead and f-actin
were evaluated qualitatively. The incorporation of HC and FN into the scaffolds
increased cellular migration and spread, both intensified when CH and FN were
combined. The same was seen for the viability of DHPCs. ALPL and DSPP expression,
and ALP activity were not affected by HC and FN. COL1A1 was downregulated in all
groups compared to the control, while DMP1 was upregulated in the presence of CH.
The CH increased the formation of mineralized matrix which was not influenced by FN.
In conclusion, the incorporation of 0.4% CH enabled PCL scaffolds with surface
topography and properties that enhanced the viability, spread, proliferation and
expression of odontoblast phenotype by HDPCs. However, only viability, spread and
migration were improved by FN. The PCL+0.4%CH formulation may be a useful
strategy for use in dentin tissue engineering.

Keywords: Dental pulp. Nanofibers. Calcium. Fibronectins. Gene expression.
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1 INTRODUCAO

O complexo dentino-pulpar é composto por dois tecidos com caracteristicas
histologicas completamente distintas (dentina e polpa), porém intercomunicados por
uma célula altamente diferenciada, os odontoblastos, o que permite sua atuacdo de
forma integrada’?. Diante de agressdes ao tecido pulpar com consequente morte dos
odontoblastos, células mesenquimais indiferenciadas residentes neste tecido sdo
recrutadas para a regido da injuria, se diferenciam em células odontoblastéides, e
iniciam sua atividade secret6ria, com a deposicdo de proteinas da matriz dentinéria.
Este processo ilustra o forte potencial regenerativo intrinseco do complexo dentino-
pulpar®* e a homeostase e/ou bioestimulacdo desse processo é o principal objetivo
do tratamento do tecido pulpar exposto®®.

Ha quase 100 anos, o hidréxido de calcio (HC), em suas diversas formas e
formulacdes, tem sido utilizado como agente capeador direto em polpas expostas. A
caracteristica alcalina desse material induz uma necrose de coagulacao na superficie
do tecido, a qual parece ser importante para o mecanismo de reparacéo pulpar?’.
Células mesenquimais indiferenciadas presentes na camada rica em células sdo
entdo atraidas para a regido de necrose e bioestimuladas a se diferenciarem,
substituindo os odontoblastos primarios mortos pela injuria. Essas células recém-
diferenciadas, denominadas odontoblastéides, sintetizam e depositam a matriz
dentinéria, a qual & subsequentemente mineralizada, formando-se assim uma barreira
que se interpde entre o material capeador e a polpa subjacente? 79,

O potencial reparador do hidréxido de calcio tem sido explicado, pelo menos
em parte, por sua capacidade de solubilizar proteinas ndo colagenosas e
glicosaminoglicanas da dentina em virtude de sua alcalinidade!®!!, Entre essas
proteinas, o fator de crescimento (TGF- 1), por exemplo, exerce papel fundamental
na modulacdo da resposta de células odontoblastéides®. Mecanismo semelhante
ocorre para o agregado trioxido mineral (MTA)'?. Entretanto, sabe-se que a aplicacdo
destes materiais sobre a polpa resulta em perda superficial de tecido devido a necrose
de coagulacéo e inflamacé&o, ndo condizendo com os preceitos de biocompatibilidade
e bioatividade®'2. Desta forma, o desenvolvimento de novos materiais para aplicacdo
direta sobre o tecido pulpar, com mecanismo de acdo que ndo envolva perda tecidual
ainda é necessario*s.

Os preceitos da engenharia tecidual estdo baseados no processo de cell-

homing e visam bioestimular o potencial regenerador tecidual intrinseco!®. A triade da
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engenharia tecidual é representada por (1) uma estrutura de suporte (scaffold), (2)
moléculas sinalizadoras e (3) populacédo celular. Assim, scaffolds associados a
moléculas sinalizadoras atuariam como suporte temporario para a migracdo e
diferenciacdo das células mesenquimais residentes na polpa dental'®, as quais, apés
diferenciacdo em células com fenotipo odontoblastico, seriam responsaveis por
secretar a matriz dentinaria. Essa matriz € posteriormente mineralizada, selando a
exposicéo pulpar”®,

As caracteristicas estruturais dos scaffolds influenciam o processo de cell
homing!’. Tem sido demonstrado que a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de
fibroblastos da polpa dental humana sao intensificadas quando biomateriais com
topografia de nanofibras sdo utilizados em comparacéo aos com superficies lisas'®,
uma vez que mimetizam melhor a nano-morfologia estrutural e funcional da matriz
extracelular'®. Varios polimeros naturais e sintéticos vém sendo utilizados para a
construcdo de scaffolds, como quitosana, acido poliglicélico (PGA), acido polilatico
(PLA) e policaprolactona (PCL)?%?2, O PCL foi um dos primeiros polimeros
sintetizados nos anos 193023 e tem sido amplamente aplicado na area de engenharia
tecidual até os tempos atuais devido as suas vantagens como boa processabilidade,
baixa solubilidade, baixo ponto de fusdo, biocompatibilidade?* e capacidade da
incorporacdo de particulas e/ou carregamento com farmacos?®27,

Estudos prévios tém demonstrado que a adicdo de baixas concentracdes de
diferentes fases minerais a base de célcio em scaffolds porosos induz a expressao do
fendtipo osteoblastico-odontoblastico devido a semelhanca quimica e estrutural com
os tecidos mineralizados?'?832, Além de aumentar a similaridade com a matriz
extracelular, a adicdo de uma fase mineral nestes scaffolds gera um gradiente de ions
calcio em baixas concentragcdes em um ambiente levemente alcalino (pH 7,6-8,0), 0
que induz a migracéo e diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas3334.

Ainda, a inclusdo de um agente de sinalizacdo ao scaffold de nanofibras
contendo baixas concentracdes de calcio poderia potencializar a migracéo de células
indiferenciadas residentes no tecido pulpar para a area da injuria e aumentar o
potencial de adesdao, proliferacdo e diferenciacdo dessas células, culminando com a
sintese de um novo tecido!®. Dentre as diversas substancias com potencial
quimiotatico, a fibronectina tem sido proposta por ja participar dos processos de
reparacéo e remodelacgédo tecidual®>3’. Esta glicoproteina de elevado peso molecular

atua na adesdo e espalhamento celular®-49, bem como, na inducdo da migracéo,
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proliferacdo e diferenciacdo celular®’4%42, Dentro do reparo do complexo dentino-
pulpar, a fibronectina desempenha papel primordial na diferenciagcdo odontoblastica.
A fibronectina esté presente logo abaixo da zona de calcificacdo distrofica formada
apos a aplicacdo de um material a base de hidréxido de calcio sobre a ferida pulpar,
mediando a migracao de células mesenquimais indiferenciadas para esta regiao, bem
como sua adesdao e diferenciacdo odontoblasticas®.

A despeito dos bons resultados clinicos observados para o capeamento pulpar
direto com materiais a base de hidroxido de célcio e silicato de célcio*3, esses
materiais capeadores resultam em necrose superficial da polpa, morte celular e
consequente perda tecidual**. Portanto, ainda é necessario o desenvolvimento de
materiais alternativos para aplicacéo direta sobre o tecido pulpar, 0s quais respeitem
0s preceitos de biocompatibilidade e bioatividade importantes para a regeneracao

tecidual.
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7 CONCLUSAO

De acordo com as metodologias propostas, e dentro das limitacbes desse
trabalho in vitro, concluiu-se que a incorporacao de hidroxido de célcio a scaffolds de
nanofibras de policaprolactona nédo inviabilizou a eletrofiagdo do polimero e
proporcionou topografia de superficie e propriedades favoraveis a adesdo,
espalhamento e proliferacdo de HDPCs, intensificados para a concentracao de 0,4%.
A incorporacdo de 0,4% de hidroxido de calcio foi capaz de estimular os eventos
celulares de migracao, adeséao, proliferacéo, viabilidade e diferenciagcédo, assim como
a expressao do fendtipo odontogénico por HDPCs, independente da presenca de

fibronectina.
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