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Mestieri LB. Viabilidade celular ¢ bioatividade de materiais a base de cimento Portland em
culturas primarias de células do foliculo e da polpa dental humanos, fibroblastos e
osteoblastos [Dissertagdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;

2014.

RESUMO

Os objetivos deste estudo foram o isolamento e diferenciacao de células da polpa (hDPCs) e
do foliculo (hDFCs) dentario de terceiros molares humanos e utilizagdo para avaliacdo da
citotoxicidade e bioatividade de novos cimentos endodonticos. (Capitulo 1) - Apds a
obtencao das culturas primarias foram realizados os ensaios vermelho de Alizarina, atividade
da enzima fosfatase alcalina (ALP). A expressdo génica de proteina morfogenética Ossea
(bmp7), sialofosfoproteina dentinaria (dspp) e alp foi avaliada. Os ensaios de bioatividade
demonstraram maior atividade para hDPCs, além de maior expressdo de dspp e alp; a
expressdo de bmp7 foi semelhante nas duas linhagens. Conclui-se que hDPCs demonstram
maior capacidade de diferenciacdo em cé€lulas com potencial de mineralizacdo, quando
comparadas com hDFCs. (Capitulo 2) — Foram utilizadas linhagens primarias (hDPCs e
hDFCs), em comparagdo com linhagens imortalizadas (células osteoblasticas humanas Saos-
2, e do ligamento periodontal de ratos mPDL) para andlise dos materiais: 1) Cimento
Portland branco (CP); 2) MTA; 3) CP/ 6xido de nidbio microparticulado (Nb,Osu); 4) CP/
oxido de nidbio nanoparticulado (Nb,Osn). A citotoxicidade foi avaliada pelos ensaios MTT
e Azul de Trypan e a bioatividade pela atividade da ALP. Viabilidade celular foi observada
em todas as linhagens; e a atividade de ALP apresentou maior resposta na linhagem Saos-2.
Conclui-se que as diferentes linhagens celulares sdo similares para avaliagdo da

citotoxicidade; entretanto, para avaliagdo da bioatividade o uso de uma linhagem celular



osteoblastica ¢ mais indicado. Além disso, observa-se que materiais a base de Nb,Osu e

Nb,Osn mostram potencial como radiopacificador alternativo no MTA.

Palavras-chave: polpa dentaria, saco dentario, cimento de silicato, nidbio.



Mestieri LB. Cell viability and bioactivity of Portland cement-based materials in human
dental follicle and pulp stem cells, fibroblasts and osteoblasts [Dissertacdo de Mestrado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2014.

ABSTRACT

The aims of this study were to isolate and differentiate pulp (hDPCs) and follicle (hDFCs)
cells obtained from human third molars and to use them in cytotoxicity and bioactivity assays
of new dental materials. (Chapter 1) - After obtaining the stem cultures, Alizarin Red,
alkaline phosphatase (ALP) activity and gene expression by Real Time PCR of bone
morphogenetic protein (BMP7), dentin sialophosphoprotein (DSPP) and ALP were
performed. The bioactivity asssays showed greater activity for hDPCs, and increased
expression of dspp and alp; the expression of bmp7 was similar in both cell lines. We
conclude that hDPCs demonstrate greater ability to differentiate into cells with mineralization
potential when compared with hDFCs. (Chapter 2) - stem lineages (hDPCs and hDFCs)
were used, compared to immortalized lineages (human osteoblastic cells Saos-2, and
periodontal ligament of mice cells mPDL) for analysis of the following materials: 1) white
Portland cement (PC); 2) MTA; 3) C/ microparticulated of niobium oxide (Nb,Osp); 4)
CP/nanoparticulated niobium oxide (Nb,Osn). Cytotoxicity was performed by MTT and
Trypan Blue assays and bioactivity by ALP activity assay. Cell viability was observed in all
cell lines, and ALP activity showed greater response in Saos-2. We conclude that the
different cell lines are similar in cytotoxicity, however, to evaluate the bioactivity, using an
osteoblastic cell line is more appropriate. Moreover, it is observed that materials based on

Nb,Osp and Nb,Osn show potential for alternative use to MTA.



Keywords: dental pulp, dental sac, silicate cement, niobium.
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1 INTRODUCAO

A procura por células mesenquimais indiferenciadas despertou o interesse pelas
células presentes nos tecidos dentarios, que sdo fontes de células mesenquimais para
terapias regenerativas. A literatura descreve diferentes tipos de células mesenquimais
obtidas dos tecidos dentarios: dentes deciduos exfoliados (SHED), ligamento periodontal
(PDLSCs e PDLPs), foliculo dentario (DFPCs), papila dentaria (SCAPs) e polpa dentaria
(DPSCs e DPPSCs)*!*+%,

As células do foliculo dental tém sido estudadas por serem tecidos ricos em
células mesenquimais indiferenciadas (células tronco adultas) podendo ser usadas na
avaliacio de potencial bioativo e aplicacdes clinicas™. Esse tecido de origem
ectomesenquimal, derivado do tecido de conexdo ao redor da estrutura do orgdo do
esmalte e da papila dental’* apresenta importante func¢ao bioldgica coordenando a erupgao
dental®. Além disso, o foliculo dental armazena as células precursoras do periodonto, que
suporta toda a estrutura dental’'.

A teoria classica de formag¢dao do periodonto sugere que as células do foliculo
dental dao origem aos cementoblastos, que secretam a matriz cementaria apos a
penetracao através da bainha epitelial de Hertwig12’39’40. Wise et al.”, isolaram e
caracterizaram células do foliculo dental de molares de ratos, observando morfologia
semelhante a de fibroblastos derivados de células mesenquimais indiferenciadas.

Viale-Bouroncle et al.> investigaram a adesdo, proliferacdo e diferenciagdao de
células do foliculo dentario humano em scaffolds de PB-tricalcio-fosfato. Os autores

observaram que além da adesdo e proliferagdo celular, essas células também
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apresentaram diferenciacdo osteogénica, mostrando elevados niveis do marcador
osteogénico sialoproteina 6ssea, com potencial para uso em regeneragao tecidual.

Propondo avaliar a capacidade de regeneracdo tecidual dessas células, Yang et
al.”® combinaram as mesmas com matriz dentinaria em subcutineo de camundongos. A
andlise histologica revelou resultados positivos para coldgeno tipo I, integrina BI,
fibronectina e fosfatase alcalina (ALP), sugerindo a formacao de uma matriz extracelular.
Além disso, essas células expressaram fosfoproteina da matriz dentinaria e sialoproteina
6ssea, indicando seu potencial odontogénico e osteogénico, despertando o interesse na
utilizagdo das mesmas para a regeneracdo dental. Resultados semelhantes foram
observados por Guo et al.'®.

Outra linhagem de células estudada e com funcdo formadora de matriz
mineralizada s3o as células da polpa dental. Durante a formagdo dentaria, Gronthos et
al."” observaram que as interagdes entre células epiteliais e da papila dental promovem a
morfogénese dentaria por meio da estimulagdo de uma subpopulacdo de células
mesenquimais para diferenciagdo em odontoblastos, que por sua vez formam a dentina
primaria. Outros autores também obtiveram sucesso no isolamento de células tronco
(primérias) da polpa dental que se diferenciaram em células tipo-odontoblastoides,
obtendo resultados morfologicos e funcionais por meio de ensaios de imunohistoquimica
e imunofluorescéncia’*.

A biocompatibilidade de materiais empregados durante a terapia endoddntica tem
importancia na reparacao dos tecidos pulpares e periapicaiszs. Estudos em culturas
celulares representam ferramenta importante para avaliacdo de possiveis efeitos toxicos
destes materiais com excelente custo-beneficio, sendo alternativas para experimentos in

- 6,22,59
VIVO T
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Embora existam vdrias linhagens celulares, respostas bioldgicas envolvendo

521,63 ,
I ou células

células humanas como fibroblastos do ligamento periodonta
L, . 4 . . .. . , .

osteoblasticas humanas® permitem maior proximidade da realidade clinica, uma vez que

estes tipos celulares estdo diretamente envolvidos na reparagdo dos tecidos

7,18,47

periapicais . Desta forma, osteoblastos, células pulpares, cementoblastos e células do

ligamento periodontal apresentam grande importdncia devido ao envolvimento nos
processo de reparo e formagio de tecidos dentais e periapicais'>**%.

Estudos em cultura celular sdo usados para avaliagdo de biomateriais como o
MTA (Mineral Tri6xido Agregado). Pelliccioni et al.*® empregaram células osteoblasticas
(Saos-2) em estudo de adesao celular, viabilidade, proliferagdo e secrecdo de colageno
quando em contato com MTA, SuperEBA e amalgama. As andlises realizadas nos
periodos de 24 ¢ 72h mostraram que o MTA, além de permitir a proliferagcdo celular,
induziu a formacao de colageno no periodo de 72h.

Utilizando células 6sseas (ROS 17/2.8) e fibroblastos (mPDL) de ratos, Gomes-
Cornélio et al.'* avaliaram os efeitos citotoxicos do cimento Portland (CP) associado com
diferentes radiopacificadores (6xido de bismuto, 6xido de zirconio e tungstato de calcio).
O resultado da viabilidade celular demonstrou citotoxicidade apenas para elevadas
concentracdes dos cimentos (100mg/mL), exceto para o CP puro, que foi citocompativel
em todas as concentracdes analisadas. Na analise da morfologia celular, nao foi
observada nenhuma alteragdo morfoldgica nos materiais avaliados. Os autores concluiram
que a associacdo do CP com os radiopacificadores analisados representam excelentes
alternativas ao 6xido de bismuto.

117

Empregando células do ligamento periodontal de humano (PDL), Hakki et a

compararam o efeito sobre células dos seguintes materiais: amalgama, Dyract, IRM,
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Super Bond C&B e MTA. O ensaio de MTT foi realizado apds 48 e 96 horas da
exposi¢do aos cimentos, demonstrando maior viabilidade celular para o MTA.

A cultura primaria de células pulpares dentais humanas tem sido utilizada para
estudo de citotoxicidade de materiais odontologicos®’. Min et al.** avaliaram os efeitos do
CP em cultura de células da polpa dentdria humana, comparando-o com materiais
tradicionalmente usados em capeamento direto (cimento de hidréxido de calcio - CaOH)
e indireto (cimento de ionomero de vidro - CIV). No ensaio de MTT ndo foi observada
citotoxicidade para o CP quando comparado ao grupo controle, enquanto que os grupos
contendo CaOH2 e CIV apresentaram uma taxa de viabilidade menor que 40% no
periodo de 12h. O grupo CP, na analise em microscopio eletronico de varredura (MEV),
mostrou adesdo celular, numerosas extensdes citoplasmaticas; além de expressdo de
osteonectina e sialofosfoproteina (DSPP). Concluiram que além de biocompativel, o CP ¢é
capaz de expressar genes relacionados ao processo de mineralizag¢do, sendo indicado para
uso em capeamentos direto e indireto.

Este mesmo grupo de pesquisadores, em 2009, avaliou a capacidade
mineralizadora do CP associado ao radiopacificador 6xido de bismuto em culturas de
células da polpa dentdria humana por meio da analise da morfologia em MEV, expressao
da ALP e marcacao de nddulos de mineralizacao pelo ensaio Alizarin Red. Observaram
adesdo das células ao material, bem como aumento na atividade da ALP e expressao de
proteinas associadas a mineralizacdo, como a DSPP, e concluiram que a adicdo deste
radiopacificador ndo interferiu nas propriedades biologicas do CP*.

Zhao et al.? avaliaram os efeitos do MTA na viabilidade de células da polpa
dentaria humana por meio do ensaio de MTT e PCR em tempo real. Os resultados
mostraram que elevadas concentracdes de MTA foram toxicas para as células; sendo que

em baixas concentragdes, foi demonstrado um aumento na producao de ALP , bem como

15



producdo de DSPP, coldgeno do tipo I, osteocalcina e sialoproteina éssea. Resultados
similares também foram observados por Paranjpe et al.”’, demonstrando que além de
induzir a diferenciagdo odontoblastica das células da polpa dentdria de humanos, o MTA
participa do processo de reparo do complexo dentino-pulpar, tornando possivel a
formagdo de barreira dentindria.

Seo et al.** avaliando 0 MTA em células indiferenciadas da polpa relataram que
este material também participa do processo de migragao celular e da resposta do fator de
transformagdo do crescimento Bl (TGF-B1); estimulando a diferenciacdo odontogénica.
Woo et al.”® observaram que células priméarias da polpa dentdria humana, quando
cultivadas em meio de cultura contendo esse material associado a um vasodilatador
(nifedipina), também sdo capazes de se diferenciar em células odontoblastdides e
produzir uma estrutura mineral semelhante com a dentina, sendo a expressdo dos genes
DSPP e proteina da matriz dentinaria 1 maior quando o MTA foi utilizado na
concentra¢do de 1 mg/mL.

As propriedades bioldgicas do nidbio tém sido analisadas em culturas celulares

. 10,43,57
por diversos autores

. A biocompatibilidade e capacidade de adesdo, proliferagao e
mineralizacdo em células osteoblasticas MC3T3-E1 foi analisada por Obata et al.®, que
avaliaram o comportamento dessa linhagem de células quando em contato com meio de
cultura em placas contendo vidro revestido com nidbio. Foi observado aumento na
producao de ALP nos grupos contendo nidbio, bem como maior quantidade de depositos
de célcio. Os autores concluiram que o nidbio ¢ capaz de estimular a adesdo e
proliferagao celular, bem como a diferenciacdo e produgdo de nddulos mineralizados
nesta linhagem.

. 20 o oy . A
Jirka et al.”” demonstraram que a associagdo do nioébio em ligas de titdnio aumenta

a energia, polaridade e molhabilidade da superficie, propriedades que influenciam
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diretamente a adesdo celular através da mediagdo de moléculas da matriz extracelular.
Kushwaha et al.”® avaliaram a resposta de células tronco humanas quando em contato
com uma ceramica de fluorapatita tratada com nidbio; por meio da atividade enzimatica
da ALP, andlise da morfologia celular pela MEV e andlise da mineralizacdo utilizando a
coloragao Alizarin Red. Os resultados mostraram proliferacao celular, morfologia normal
e presenca de granulos de céalcio mineralizados com rede de fibrilas nas células em
contato com a ceramica tratada com niobio; indicando que este material demonstra
qualidades de adesdo, proliferagdo e diferenciacao celular.

Além disso, Godley et al."> observaram que o nidbio, uma vez associado &
materiais com elevada alcalinidade como o CP, pode induzir a formagdo de uma camada
superficial de fosfato de célcio, favorecendo o processo de reparo de tecidos duros.

Novos materiais a base de CP utilizando o 6xido de nidbio como radiopacificador
sdo propostos sendo importante o estudo de suas propriedades bioldgicas. Também, ¢
necessario maior entendimento das células primdrias provenientes da polpa e foliculo
dentario humanos e sua aplicagdo em estudos com biomateriais em comparagao a outras

linhagens celulares.
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2 CAPITULO 1

Bioatividade e potencial osteogénico de células primarias do foliculo e

polpa dentaria humana*

*Artigo que sera submetido no periddico Archives of Oral Biology
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RESUMO

Objetivo: Avaliar e comparar a bioatividade e potencial osteogénico de células do foliculo
(hDFCs) e da polpa (hDPCs) obtidas de terceiros molares humanos com formacao radicular
incompleta.

Design: Foram realizados os ensaios Alizarin Red S e atividade da enzima fosfatase alcalina
(ALP) em células primarias da polpa e do foliculo dentario de terceiros molares humanos.
Também foi analisada a expressdo génica dos seguintes marcadores moleculares de
osteogénese: proteina morfogenética 6ssea (BMP-7), sialofosfoproteina dentinaria (DSPP) e
ALP por meio do ensaio PCR Real Time, utilizando GAPDH como controle endogeno. Para
a analise estatistica, foi utilizado teste t de Student com 5% de nivel de significancia.
Resultados: As hDPCs apresentaram mais intensa forma¢ao de nédulos de mineralizagdo nas
culturas priméarias pelo Alizarin Red S e maior atividade de ALP. A anélise em PCR Real
Time demonstrou expressdo dos genes avaliados para cada linhagem celular. A dspp e alp
foram mais expressos nas hDPCs, ¢ a expressao de bmp7 foi semelhante nas duas linhagens.
Conclusdo: As hDPCs demonstram maior capacidade de diferenciagdo em células com

potencial de mineralizagdo, quando comparadas com hDFCs.

Palavras-chave: células primarias do foliculo dentario, células primarias da polpa dentaria,

fosfatase alcalina, reacdo em cadeia da polimerase
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INTRODUCAO

As células dos tecidos dentarios podem ser usadas como células mesenquimais para
terapias regenerativas. Diferentes tipos de células mesenquimais obtidas dos tecidos dentarios
sdo descritos: dentes deciduos exfoliados (SHED), ligamento periodontal (PDLSCs e
PDLPs), foliculo dentario (DFPCs), papila dentaria (SCAPs) e polpa dentaria (DPSCs e
DPPSCs) [1,2].

Culturas primarias de células da polpa dentaria sdo utilizadas como modelo in vitro
para avaliacao da citotoxicidade de diferentes materiais odontoldgicos [3], desenvolvimento
de novos materiais em engenharia tecidual [4] e estudo de expressdo de diferentes genes
[5,6]; com potencial uso em terapias regenerativas [7].

A avaliacdo da atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP) e a expressdo génica dos
marcadores moleculares para osteogénese como osteocalcina (OCN) e sialofosfoproteina
dentinaria (DSPP) foram avaliadas em cultura primaria de células da polpa demonstrando
atividade de ALP e expressdo génica dos marcadores [8]. Também avaliando a expressdo
génica dessas células, Lin et al. [9] observaram que o cultivo das células com proteina
morfogenética 6ssea 7 (BMP7) aumenta a atividade osteogénica dessas células, aumentando
a atividade de ALP e a expressao de DSPP.

Células do foliculo dentario também sdo estudadas por serem tecidos ricos em células
mesenquimais indiferenciadas, podendo ser usadas na avaliacdo de potencial bioativo de
materiais [10]. A andlise do potencial de diferenciagdo osteogénico de células do foliculo
dentario humano obtido de terceiro molar incluso, bem como a expressdo de marcadores
moleculares da osteogénese e dentinogénese, como ALP e DSPP, demonstram potencial para

utilizagdo dessas células em engenharia tecidual [11,12].
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Ambas as linhagens apresentam grande capacidade de proliferagdo e diferenciagdo. A
comparagdo entre as mesmas ¢ importante uma vez uma vez que apresentam potencial para
uso em medicina e odontologia regenerativa [13]. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar e
comparar a bioatividade e potencial osteogénico de células do foliculo e da polpa dentéria de
terceiros molares humanos com formagdo radicular incompleta por meio de testes de

potencial para mineralizacao e expressao génica de marcadores moleculares da osteogénese.
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MATERIAL E METODOS

Apds aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Araraquara — FOAr — UNESP (protocolo 33/10), foram selecionados trés pacientes na faixa
etaria de 18 a 25 anos, com indicac¢ao de exodontia de terceiros molares inclusos com estagio
de formagdo radicular incompleto e presenca de foliculo dentario. O foliculo foi coletado
logo apods a exodontia, sendo separado da coroa dental utilizando um descolador do tipo
Molt. As polpas dentarias foram coletadas de dois molares para cada paciente via abertura
apical com auxilio do instrumento Hedstroen (Maillefer, Dentsply, Chemin du Verger,
Ballaigues, Suica). Os tecidos foram armazenados em placa de Petri 35x10 mm contendo
meio de cultura a-MEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (FBS, Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA) e 1% de
penicilina e streptomicina (PenStrep, Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA)
(meio de cultura a-MEM convencional) para transporte até o fluxo laminar.

Em seguida, os mesmos foram seccionados em fragmentos de aproximadamente 1
mm’ e submetidos a digestdo enzimdrica com colagenase tipo I (3 mg/mL), conforme
protocolo descrito por Kanoza et al. [14]. O meio de cultura foi trocado apos 24 h da coleta e,
posteriormente, a cada 48 h. Passagens sucessivas foram realizadas para expansdo celular,

sendo os experimentos realizados na quarta passagem celular.

Potencial osteogénico

Para avaliagdo das hDPCs e hDFCs quanto ao seu potencial de sintese de matriz
mineralizdvel, as mesmas foram cultivadas em meio de cultura osteogénico: meio de cultura
a-MEM convencional com adigdo de 0,05 uM de acido L-ascorbico e 10 mM de B-

glicerolfosfato (ambos Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) [15] e foram realizados os
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ensaios atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP) (kit Fosfatase Alcalina, Labtest
Diagnostica, Lagoa Santa, MG, Brasil) e colora¢dao com vermelho de Alizarina 2%, pH 4.2
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Para isso, as células foram plaqueadas na
concentragdo de 1x10* células/ pogo em placas de 12 pogos (TPP - Techno Plastic Products,
Zollstrasse, Trasadingen, Suica) (n= 3) e os ensaios realizados ap6s 15 dias de cultura. Como
controle para estes ensaios, foram utilizadas células cultivadas em meio de cultura
convencional.

Também foi avaliada a expressdo dos marcadores moleculares proteina morfogenética
6ssea 7 (BMP7), sialofosfoproteina dentinaria (DSPP) e ALP. Para isso, as células foram
cultivadas em meio de cultura convencional e o0 RNA total das células foi extraido utilizando
o reagente Trizol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e o kit para extragio de RNA
SuperScript III (Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY, USA). O RNA total
extraido foi quantificado e avaliado quanto a sua qualidade em espectrofotometro (Nanovue,
GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, PA, USA) e 1000 ng/uL foram tratados com DNase
tipo I (Sinapse Biotecnologia, Sao Paulo, SP, Brasil). A obtencdo do cDNA foi realizada
utilizando o kit ImProm-II Reverse Transcription System (Promega Corporation, Madison,
WI, USA). Os ensaios BMP7, DSPP e ALP foram avaliados pelo método da comparagao do
limiar dos ciclos (AACT), sendo realizados 50 ciclos, utilizando Real Time Polymerase Chain
Reaction (Real Time PCR, StepOnePlus Real Time PCR System, Applied Biosystems, Life
Technologies, Grand Island, NY, USA), de acordo com a expressdao do controle enddgeno
GAPDH (ensaios: Tagman, Life Technologies, Grand Island, NY, USA), conforme a Tabela
1.

Todos os resultados obtidos foram analisados quanto a sua aderéncia a curva normal e
teste paramétrico t de Student por meio do software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software,

2012) com nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS

Atividade da enzima fosfatase alcalina
As culturas primarias cultivadas em meio a-MEM osteogénico apresentaram aumento
da atividade da enzima ALP quando comparadas as culturas em meio a-MEM convencional,

sendo maior para as hDPCs, conforme demonstrado na Tabela 2.

Ensaio Alizarin Red

As imagens ilustrativas da Figura 1 evidenciam a formacdo de nodulos de
mineralizagdo nas culturas primarias cultivadas em meio osteogénico, o que nao foi
observado nas culturas em meio a-MEM convencional. A andlise estatistica (Tabela 3)

demonstrou semelhanca estatistica para as linhagens avaliadas (p>0,05).

Real Time PCR
A analise dos genes bmp7, dspp e alp (Figura 2) evidenciou a expressdo destes
marcadores em ambas as linhagens avaliadas. Os genes dspp ¢ alp foram mais expressos nas

hDPCs, e a expressdo de bmp7 foi semelhante nas duas linhagens.



25

DISCUSSAO

Células dos tecidos dentarios podem ser utilizadas em terapias regenerativas,
incluindo a endodontica [16,17]. Sedgley, Botero [18] relatam a presenga de células
mesenquimais indiferenciadas em diversos tecidos dentarios, incluindo a polpa e o foliculo.

O ensaio de ALP das células demonstrou aumento da atividade desta enzima,
bem como formagao de nddulos de mineralizagdo por meio do Alizarin Red S, sendo mais
intenso para a hDPCs. Resultados semelhantes foram descritos por outros autores ao
avaliarem a formagdo de nddulos de mineralizagdo em células coletadas da polpa e do
foliculo dentario humanos [19,20]. Também com a finalidade de avaliar a bioatividade das
hDFCs ¢ hDPCs, Patil et al. [21] realizaram os ensaios Alizarin Red ¢ Von Kossa,
observando a formag¢ao de nédulos mineralizados para as duas linhagens.

A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima detectada em pré-osteoblastos e osteoblastos
considerada marcador inicial para a diferenciagdo dssea e relacionada ao processo de
deposicao de minerais e calcificacdo no tecido dsseo, sendo encontrada nos tecidos 0sseo,
hepatico e também em anexos do 6rgdo dentario, como polpa e foliculo dentarios [22,23]. A
coloracdo com Alizarin Red S identifica depdsitos de cdlcio e fosfato em cultura celular [24],
permitindo a identificagdo de células com caracteristicas osteogénicas em cultura celular. A
literatura demonstra elevados niveis de ALP em células da polpa dentdria humana [25-27],
justificando a atividade observada no presente estudo.

O ensaio PCR Real Time consiste na andlise quantitativa do RNA transcrito nas
células, por meio da leitura de sinal fluorescente de uma ou mais reagdes em cadeia da
polimerase em um determinado nimero de ciclos [28]. A avaliacdo dos genes associados a
osteogénese, bmp7, alp [11]; e um associado a odontogénese, dspp [29] foi realizada em meio

de cultura convencional.
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A expressao de bmp7 e alp esta associada a diferenciagdo osteogénica [30]. As
proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs), expressas no tecido 0sseo, participam do processo
de osteoinducdo, principalmente em estdgios iniciais, sendo importante para a diferenciacao
celular em osteoblastos [31]. No presente estudo, bmp7 foi expresso em ambas as linhagens
avaliadas, sem diferenca estatistica entre as mesmas. A expressdo deste gene nessas células ¢é
relatada [32-34], sugerindo células capazes de diferenciacdo em células produtoras de matriz
mineralizada.

Gopinathan et al. [35] avaliaram o potencial de diferenciacdo osteogénica de células
da polpa e do foliculo dentario humanos, observando a formagdo de nodulos de tecido
mineralizado para ambas células, sendo maior nas células da polpa. Esses autores também
avaliaram a expressao génica de bmp7 e alp, verificando expressdo destes marcadores 6sseos
em ambas as linhagens, em maior propor¢do para as células da polpa, concordando com os
resultados do presente estudo.

A DSPP ¢ uma das proteinas ndo formadoras de coldgeno presente em processos que
envolvem a mineralizagdo, sendo altamente expressa em odontoblastos. Através da sua
clivagem, sdo originadas as proteinas sialoproteina da dentina (DSP) e fosfoproteina da
dentina (DPP) [36]. Qin et al. [37] detectaram a presen¢a de DSPP no osso, na proporg¢do de
1/400 quando comparada a expressao em dentina. Apesar da baixa expressdo em células
Osseas, existe forte evidéncia de que a DSPP participa de um processo importante durante a
dentinogénese, sendo considerada marcador especifico da diferenciagdo odontogénica [38].

A expressdo de dspp em células primarias isoladas da polpa [39-41] e do foliculo
dentario humanos [3,35,42] por meio do ensaio transcriptase reversa (RT-PCR) tem sido
observada, sendo associada ao processo de dentinogénese. Neste estudo, houve maior
expressao deste gene nas hDPCs, justificando pelo seu papel exercido na formacao do 6rgao

dentario: diferenciagdo em odontoblastos e secre¢ao de pré-dentina [43].
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CONCLUSAO

Conclui-se que células primarias do foliculo e da polpa dentiria apresentam
capacidade de diferenciagdo em células com potencial para formagao de tecido mineralizado,
destacando as células da polpa dentdria, que apresentaram maior atividade da enzima

fosfatase alcalina, bem como maior expressao de alp e dspp.
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FIGURAS

Figura 1: Imagem representativa da coloragdo com Alizarin Red S 2% apds cultivo
em meio osteogénico por 15 dias. No grupo controle, nota-se a auséncia de nodulos
mineralizados nas hDPCs (A) e hDFCs (C). Nas células cultivadas em meio osteogénico, ¢

possivel observar a formacao de nédulos de mineraliza¢dao nas hDPCs (B) e hDFCs (D).

A . B.
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Figura 2: Média dos valores de expressdao génica nas culturas primarias em relagdo ao

controle endogeno. Letras iguais para o mesmo gene representam semelhanca estatistica entre

as linhagens (p>0,05).
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Tabela 1: Informagdes dos primers e sondas que foram utilizados no Real Time PCR.

Gene Primer Tagman Assay ID RefSeq
proteina morfogenética BMP7 Hs00233476 m1 NM 001719.2
Ossea 7
sialofosfoproteina DSPP Hs00171962 m1 NM 014208.3
dentinaria
fosfatase alcalina ALP Hs01029144 ml1 NM_000478.4
gliceraldeido-3-fosfato GAPDH Hs02758991 gl NM 002046.3

desidrogenase (controle
endogeno)
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Tabela 2: Atividade da enzima fosfatase alcalina (U/L) nas culturas primarias.

LINHAGEM CELULAR MEIO DE CULTURA
convencional osteogénico
hDPCs 22.22 +£1.139 (Ba) 67.78 £ 1.351 (Aa)
hDFCs 17.99 + 1.405 (Bb) 26.17 + 1.800 (Ab)

Letras maiusculas diferentes representam resultados estatisticamente diferentes
para uma mesma linhagem celular; letras mintsculas diferentes representam
resultados estatisticamente diferentes entre as linhagens celulares (p<0,05).



Tabela 3: Valores médios e desvio padrdo da porcentagem de
area corada pelo corante Alizarin Red S 2%.

LINHAGEM CELULAR RESULTADOS
hDPCs 85.30 £ 3.442 (A)
hDFCs 66.51 £ 4.521 (A)

Letras iguais representam semelhanca estatistica (p>0,05).

39



40

3 CAPITULO 2

Citotoxicidade e bioatividade do MTA e Cimento Portland associado ao

6xido de nidbio em diferentes linhagens celulares*

*Artigo que sera submetido no periodico International Endodontic Journal
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RESUMO

Objetivo O objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade e bioatividade da associagdo de
material a base de cimento Portland (CP) e 6xido de nidébio (Nb,Os) nas formas micro e
nanoparticulada, em comparacao ao MTA, comparando a resposta em diferentes linhagens
celulares.

Metodologia Foram utilizadas quatro linhagens celulares, sendo duas culturas primarias
(células da polpa — hDPCs — e do foliculo — hDFCs — dentario humanos) e duas culturas
imortalizadas (células osteobldsticas humanas Saos-2 e do ligamento periodontal de ratos
mPDL) para andlise dos seguintes materiais: 1) Cimento Portland branco (CP); 2) MTA; 3)
CP/ 6xido de nidbio microparticulado (Nb,Osp); 4) CP/ 6xido de nidbio nanoparticulado
(Nb2Osn). A citotoxicidade nas diferentes linhagens foi avaliada pelos ensaios MTT e Azul
de Trypan pelo periodo de 24 h, e a bioatividade pela atividade da enzima fosfatase alcalina
(ALP) nos periodos de 1, 3 e 7 dias. Os resultados obtidos foram analisados pelos testes
ANOVA e Tukey, com nivel de significancia de 5%.

Resultados Viabilidade celular foi observada em todas as linhagens. A bioatividade avaliada
pela atividade da enzima fosfatase alcalina apresentou maior resposta na linhagem
osteoblastica (Saos-2) sendo maior a ALP apds 7 dias para CP/Nb,Os.

Concluséo Conclui-se que as diferentes linhagens celulares apresentam resultados similares
na avaliacdo da citotoxicidade. Entretanto, para avaliagdo da bioatividade por meio da
atividade da ALP, o uso de uma linhagem celular osteoblastica ¢ indicado. Materiais a base

de 6xido de nidbio micro e nanoparticulados mostram potencial para uso alternativo ao MTA.
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INTRODUCAO

O Mineral Trioxido Agragado (MTA) ¢ indicado para o tratamento de perfuracdes,
reabsor¢des dentarias, prote¢do pulpar e obturacdo retrégrada por apresentar excelentes
propriedades biologicas (Torabinejad & Parirokh 2010). As propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas dos cimentos de silicato de célcio Mineral Trioxido Agregado (MTA) e cimento
Portland (CP) sdo semelhantes (Oliveira et al. 2007). Entretanto, o CP apresenta baixa
radiopacidade quando comparado com a dentina e o osso alveolar adjacente (Tanomaru-Filho
et al. 2008), sendo necessaria a associagdo com agente radiopacificador. Na composigdo do
MTA, o o6xido de bismuto utilizado promove aumento gradativo da porosidade do material
(Coomaraswamy et al. 2007). Desta forma, novos agentes radiopacificadores sao estudados
como alternativa em substituicdo ao 6xido de bismuto.

O oxido de nidbio (NbyOs) ¢ um elemento quimico estudado para melhora das
propriedades bioldgicas de materiais, e tem sido utilizado em ligas de titdnio de implantes
enddsseos devido a sua biocompatibilidade e maiores resisténcias mecanica, & corrosao e
desintegracdo (Challa et al. 2013). A incorporagdo de nanoparticulas em materiais
odontologicos visa melhorar as propriedades bioldgicas do material, como efeito
antibacteriano (Cheng et al. 2012) e compatibilidade biologica (Opaci¢-Gali¢ et al. 2013).
Viapiana et al. (2013) demonstraram que o Nb,Os na forma nanoparticulada usdo como
radiopacificador de um cimento endoddntico a base de silicao de calcio promove resisténcia a
compressao, escoamento e tempo de presa adequados.

Os materiais reparadores endodonticos podem entrar em contato direto com diversos
tipos celulares, como células do ligamento periodontal, ésseas e células mesenquimais
indiferenciadas (Gomes-Cornélio et al. 2011), sendo necessaria a comparagio da resposta dos

diversos tipos celulares presentes no o6rgao dentario (Brackett et al, 2010).
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Seo et al. (2013) avaliaram a resposta do MTA em cultura primaria de células da
polpa, observando a formacdo de ndédulos mineralizados na coloracdo com Alizarin Red S
2% e expressdao dos marcadores moleculares da odontogénese como fosfoproteina da matriz
dentinaria 1 (DMP1) e sialofosfoproteina dentinaria (DSPP). Empregando células
osteoblasticas humanas (Saos-2), Salles et al. (2012) estudaram material obturador ‘a base de
MTA e observaram viabilidade celular e bioatividade. Também avaliando materiais a base de
MTA, Scelza et al. (2012) utilizaram osteoblastos humanos (hOB); ¢ Yoshino et al. (2013)
utilizaram fibroblastos do ligamento periodontal (mPDL).

O objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade e bioatividade da associagdo entre
material a base de CP e Nb,Os nas formas micro e nanoparticulada, comparando a resposta
em diferentes linhagens celulares primarias (polpa e foliculo dentario humanos) e linhagens
celulares imortalizadas (mPDL e Saos-2). A hipotese nula ¢ a de que a resposta para os

materiais seja similar para as diferentes linhagens celulares.
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MATERIAL E METODOS

Foram determinados os seguintes grupos experimentais de acordo com a Tabela 1.
Foram utilizadas células primarias obtidas da polpa e do foliculo dentario humanos obtidas de
um paciente de 18 anos de idade, que apresentava indicagdo de exodontia e apices radiculares
abertos; e células imortalizadas Saos-2 (células osteoblasticas derivadas de osteossarcoma

humano) e mPDL (fibroblastos do ligamento periodontal de rato).

Preparo dos eluidos dos cimentos

Para obtencdo das nanoparticulas de Nb,Os, foi utilizado o método precursor
polimérico, no Instituto de Fisica de Sao Carlos (Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos,
Brazil). Solucdo aquosa de oxalado de nidébio de amdénio (CBMM, Companhia Brasileira de
Metalurgia e Mineracdo) foi preparada e foi adicionado hidréxido de amdnio formando um
precipitado de hidroxido de nidbio. Este foi filtrado e lavado para eliminar os ions oxalado, e
em seguida dissolvido em solugdo aquosa de 4cido citrico. O conteudo de nidbio presente na
solucdo foi determinado pela andlise gravimétrica, e a solucdo foi mantida em agitagdo por 2
h a 70 °C para reacdo. Etilenoglicol foi adicionado na propor¢ao 60:40, e a solucdo foi
mantida aquecida, em agitacdo. Essa solugdo foi aquecida em forno elétrico a 300 °C por 4 h
e a massa resultante foi triturada e calcinada em forno elétrico a 700 °C sobre placas de
aluminio por 2 h™ (Viapiana et al. 2013).

Os cimentos foram preparados de acordo com as propor¢des citadas na Tabela 1 para
confec¢do de corpos de prova com didmetro interno de 5 mm e altura de 1 mm, que foram
mantidos em estufa a 37°C e 100% de umidade por 15 horas. Decorrido este periodo, foram
expostos a luz ultravioleta (UV) em fluxo laminar por 30 minutos com a finalidade de

desinfeccdo. Em seguida, 4 corpos de prova de cada material foram colocados em pogos de
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placa de 6 pogos (TPP - Techno Plastic Products, Zollstrasse, Trasadingen, Suica),
preenchidos com 10 mL de meio de cultura e incubadas por 24 horas em estufa a 37°C, 95%

de umidade e 5% de CO, para obtenc¢ao dos eluidos dos cimentos.

Plaqueamento das células

Para a realizagdo dos ensaios de citotoxicidade (MTT e Azul de Trypan), as células
foram plaqueadas na concentragdo de 2x10° células/poco em placas de 96 pogos (TPP -
Techno Plastic Products, Zollstrasse, Trasadingen, Sui¢a) (n= 3 para cada material). Para as
culturas primarias, foi utilizado meio de cultura a-MEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) suplementado com 5% de soro fetal bonivo (FBS, Gibco, Life Technologies, Grand
Island, NY, USA) e 1% de penicilina e streptomicina (PenStrep, Gibco, Life Technologies,
Grand Island, NY, USA) (meio de cultura a-MEM completo). As culturas imortalizadas
foram preparadas em meio de cultura DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
suplementado com 5% de FBS e 1% de PenStrep (meio de cultura DMEM completo). Os
ensaios foram realizados em triplicata utilizando dilui¢des dos eluidos de 1:2, 1:3, 1:4, 1:6 ¢
1:8 em meio de cultura sem FBS (0-MEM para as culturas primarias e DMEM para as
culturas imortalizadas) por 24 h. Como controles, foram utilizados peroxido de hidrogénio
ImM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (positivo) e meio de cultura completo
(negativo).

O ensaio de bioatividade foi realizado em diluicdo intermediaria (1:4), e as células
foram plaqueadas na concentracdo de 2x10* células/poco em placas de 96 pogos (TPP -
Techno Plastic Products, Zollstrasse, Trasadingen, Suica) (n= 3 pogos para cada material)
conforme descrito anteriormente. O ensaio foi realizado nos periodos de 1, 3 e 7 dias,

realizando-se a renovacao do meio de cultura aos 3 dias.
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Ensaio de MTT

Depois da exposicdo das células aos eluidos dos cimentos avaliados, os mesmos
foram substituidos por 100 pL de uma solu¢do de MTT 5 mg/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), seguido de incubagdo por 3h a 37°C. Apo6s este periodo, o contetido do pogo foi
removido e o produto colorimétrico solubilizado em 100 pL de isopropanol acidificado 0,04
N (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). As amostras solubilizadas foram quantificadas em

leitor de ELISA (EIx800; Instrumentos Bio-Tek, WINOOSKI, VT), em 570 nm.

Ensaio Azul de Trypan

Apbs a remogdo das células da placa de cultura, partes iguais (100 puL) do agente
dissociador (Cell Dissociation Buffer Enzyme-Free/ Hank's-based, Invitrogen, Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) ¢ da solu¢do de Azul de Trypan 0,4% (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) foram adicionadas e 10 pL deste conteudo foi transferido para
uma camara de Neubauer para contagem dos quatro quadrantes laterais em microscopio de
luz invertida. O calculo da viabilidade foi realizado de acordo com a seguinte formula: %

células viaveis = (c€lulas vivas/total de células) x 100.

Atividade enzimatica da fosfatase alcalina

As células foram lisadas por 30 minutos em temperatura ambiente utilizando solugao
de SDS 1:1 (Sodium Lauryl Sulfate, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e o ensaio foi
realizado utilizado o kit Fosfatase Alcalina (Labtest Diagndstica, Lagoa Santa, MG, Brasil).
Em tubos de ensaio, foram adicionados 50 pL de timolftaleina monofosfatada, 500 pL de
solucao tampao (pH 10,1) e, apos incubagao a 37°C por 2 minutos, 50 uL da amostra. Em

seguida os tubos foram novamente incubados a 37°C por 10 minutos e foi adicionado 2,0 mL
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de carbonato de sodio associado ao hidréxido de sodio (reagente de cor). A absorbancia foi

mensurada no comprimento de onda de 590 nm em leitor de ELISA.

Andlise estatistica
Os resultados obtidos foram analisados quanto a sua homocedasticidade e aderéncia a
curva normal pelos testes paramétricos ANOVA e Tukey, por meio do software GraphPad

Prism 5 (GraphPad Software, 2012), sendo considerado o nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS

Ensaio de MTT

A Figura 1 demonstra aumento da viabilidade celular nas maiores dilui¢des do eluido
para todas as linhagens celulares. Os materiais experimentais contendo 6xido de nidbio
demonstraram resultados similares ao MTA em todas as linhagens avaliadas, com destaque
para Nb,Osn, que além de apresentar viabilidade semelhante ao MTA nas menores
concentragdes, demonstrou ser mais citocompativel na linhagem 6ssea Saos-2, apresentando

resultados superiores.

Ensaio Azul de Trypan

A Figura 2 evidencia que os materiais experimentais Nb,Osu e Nb,Osn apresentaram
resultados de viabilidade celular de forma semelhante ou superior ao MTA em todas as
concentracdes e linhagens celulares avaliadas (p>0,05), exceto para a diluicdo 1:2 na
linhagem celular Saos-2; além disso, observa-se que o aumento da viabilidade celular em

todas as linhagens ¢ proporcional a dilui¢ao do eluido.

Atividade enzimatica da ALP

A Figura 3 demonstra que maior atividade da enzima ALP foi observada somente na
linhagem oOssea (Saos-2), com aumento da atividade nos periodos avaliados, € maior
atividade no periodo final para o grupo experimental Nb,Osp, sendo a maior atividade neste
periodo para o grupo controle. Nas demais linhagens avaliadas, ndo houve diferenca
estatistica entre os periodos avaliados (p>0,05); exceto para o grupo controle das hDFCs, que

apresentou maior atividade que os demais grupos avaliados no periodo final.
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DISCUSSAO

Células originadas de tecidos diferentes podem responder de forma diferenciada
quando usadas para testes de citotocixidade (Brackett et al. 2010). Neste estudo, fibroblastos
do ligamento periodontal e células osteoblasticas sdo utilizadas por participarem no processo
de reparo dos tecidos periapicais (Willershausen et al. 2000).

A utilizacdo de células mesenquimais indiferenciadas da polpa e foliculo dentério
humanos tem sido realizada em funcdo do seu potencial de diferenciacdo em diversos tipos
celulares (Martens et al., 2013). A avaliagdo da resposta das culturas primarias frente aos
novos materiais endodonticos representa ferramenta importante para estudos de
citotoxicidade (Giiven et al. 2011).

O ensaio de MTT ¢é o método in vitro mais utilizado para determinagdo da
citotoxicidade por meio da mensuragdo da viabilidade celular (Yilmaz et al. 2012). O teste é
baseado na transformacgao do sal tetrazélio em cristais de formazan com coloragdo violeta e
insoliiveis em 4gua, reacdo catalisada pela enzima succinato desidrogenase mitocondrial
presente na mitocondria de células viaveis (Hamid et al. 2004). O Azul de Trypan ¢ um
ensaio que permite a diferenciagdo entre as cé€lulas viaveis e ndo viaveis pela avaliacio
microscopica. A analise por este método revela um rompimento na integridade da membrana
celular, partindo da premissa de que c€lulas viaveis ndo permitirdo a incorporagao do corante
no nucleo celular, mantendo a integralidade da membrana e demais organelas (Correa et al.
2009).

Os materiais reparadores avaliados pelos ensaios de citotoxicidade MTT e Azul de
Trypan demonstraram viabilidade em todas as linhagens avaliadas. O cimento experimental
Nb,Osn demonstrou resultados semelhantes ou superiores ao Nb,Osp em todas as linhagens e

concentracdes avaliadas. Ainda, ambos apresentaram resultados de viabilidade celular
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similares ou superiores ao MTA, indicando que os cimentos de CP associados ao 6xido de
nidbio apresentam potencial para uso apds estudos adicionais.

Gomes-Cornélio et al. (2011) avaliaram a resposta de células osteoblasticas (ROS) e
fibroblastos (mPDL) ao CP, quando associado a diferentes radiopacificadores (6xido de
bismuto, 6xido de zirconio e tungstato de calcio), observando citocompatibilidade para todos
os cimentos. Comparando a resposta entre osteoblastos e fibroblastos, Willershausen et al.
(2013) avaliaram a viabilidade e morfologia dessas células frente a0 MTA, ressaltando que
apesar da sua citotoxicidade inicial, 0 mesmo demonstrou viabilidade e proliferacdo celular
apos 24h em ambas as linhagens estudadas, corroborando com o presente estudo. Resultados
similares também foram descritos por AlAnezi et al. (2011) ao avaliarem o MTA em
fibroblastos (L929) e células osteoblasticas (MC3T3-E1) de ratos.

A comparagdo das células primarias de polpa e foliculo dentario com as culturas
imortalizadas permite a andlise da influéncia dos tipos celulares em testes de
citocompatibilidade e bioatividade. Apesar da capacidade limitada de divisdo celular e
senescéncia apresentadas pelas células primarias (Kudo et al. 2002), ndo houve diferenga na
resposta das linhagens primdarias quando comparadas com linhagens imortalizadas, que
apresentam caracteristicas bioldgicas bem definidas e sdo obtidas comercialmente a partir de
colegdes de cultura celulares (Galler et al. 2006). A resposta semelhante entre as linhagens
primarias e imortalizadas nos ensaios de citotoxicidade sugere que as linhagens celulares
estudas sdo viaveis para avaliagdo de novos materiais odontologicos (Yalvac et al. 2010).

A ALP ¢ uma enzima presente na membrana plasmatica que esta associada ao
processo de mineralizagao (Weiss et al., 1986), sendo observada no tecido dsseo, hepatico e
também em anexos do 6rgdo dentario, como polpa e foliculo dentarios (Goseki-Sone et al.

1999). A ALP ¢ um dos principais marcadores da atividade osteoblastica celular (Magnusson
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et al. 1999), sendo indicada para avaliacdo da bioatividade de materiais que visam reparo por
tecido mineralizado.

Os resultados do presente estudo demonstram maior atividade da enzima ALP na
linhagem 6ssea (Saos-2), e aumento da atividade durante o periodo avaliado, destacando-se
os materiais CP e Nb,Osu. A elevada atividade desta enzima na linhagem Saos-2 ja foi
descrita por diversos autores (Marcus et al. 2001), destacando que a mesma ¢ dependente da
concentragdo de células semeadas (Rodan et al. 1987), o que justifica a maior atividade desta
enzima no periodo final de avaliagdo (7 dias).

Nas demais linhagens avaliadas, ndo houve diferenca estatistica entre os periodos
avaliados. A atividade desta enzima nas culturas primarias foi ligeiramente maior que na
linhagem de fibroblastos mPDL. O aumento da atividade desta enzima em culturas primarias
pode estar relacionado a sua capacidade de diferenciacdo osteoblastica (Higuita-Castro et al.
2011). Fibroblastos do ligamento periodontal s3o células que possuem diferentes
caracteristicas morfogenéticas (Giannopoulou & Cimasoni 1996), bem como capacidade de
diferenciagdo em células que secretam matriz mineralizada (Murakami et al. 2003)
justificando a atividade de ALP nesta linhagem.

Ensaios in vivo devem ser realizados apos a obten¢do de uma resposta favoravel nos
ensaios in vitro, uma vez que estes ndo podem ser diretamente comparados com ensaios in
vivo, nos quais ocorre uma resposta conjunta de todo o organismo envolvido (Spangberg
1978). Entretanto, a avaliagdo da citotoxicidade de materiais in vitro pode nos dar uma visao
geral dos efeitos biologicos dos mesmos, sugerindo respostas para condi¢des in vivo (Azar et

al. 2000).
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CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que a avaliagcdo da citotoxicidade de materiais
endodonticos ¢ similar nas diferentes linhagens celulares primdrias (polpa e foliculo dentario
humanos) e linhagens celulares imortalizadas (mPDL e Saos-2). Entretanto, para a avaliagdo
da bioatividade o uso de uma linhagem celular especifica ¢ indicado destacando a linhagem
osteoblastica. Materiais a base de oOxido de nidbio micro e nanoparticulados mostram

potencial para uso alternativo como radiopacificadores na composi¢ao do MTA.
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TABELAS

Tabela 1) Materiais experimentais avaliados.
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GRUPO MATERIAL PROPORCAO FABRICANTE
CP Cimento Portland branco 1 g:320 uL Votoran, Votorantin
cimentos, Rio Branco do
Sul, PR, Brasil
MTA Mineral Tridxido 1 g:320 uL Angelus, Londrina, PR,
Agregado Branco Brasil
Nb,Osp CP (70%) + 30% oxido 1 g:400 uL FOAr — UNESP, Araraquara,
de nidbio SP, Brasil
microparticulado
Nb,Osn CP (70%) + 30% oxido 1 g:400 uL FOAr — UNESP, Araraquara,
de nidbio SP, Brasil

nanoparticulado
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FIGURAS

Figura 1) Resultados da viabilidade celular (%) pelo ensaio de MTT, em relagdo ao

controle negativo, nas diferentes linhagens avaliadas. Letras iguais representam semelhanca

estatistica (p>0,05).
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Figura 2) Resultados da viabilidade celular (%) pelo ensaio Azul de Trypan nas

diferentes linhagens avaliadas. Letras iguais representam semelhanca estatistica (p>0,05).
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Figura 3) Resultados da avaliacdo da atividade da enzima fosfatase alcalina nas
diferentes linhagens avaliadas. Letras iguais dentro de um mesmo periodo representam

semelhanca estatistica (p>0,05).
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4 DISCUSSAO

A utilizagdo de células mesenquimais indiferenciadas pode possibilitar o
desenvolvimento de novas terapias regenerativas para tratar ndo somente danos aos tecidos
dentais e periodontais, mas também problemas sist€émicos como injurias neurais e doencas
neurodegenerativas48. Estas células, presentes na polpa ¢ do foliculo dentdrio humanos
despertam grande interesse cientifico diante do seu potencial de diferenciacdo em diversos
tipos celulares, como células Osseas, cartilaginosas, adiposas, neurais, dentre outros?®.

Inimeros tipos de linhagens celulares estdo sendo estudadas, porém estudos que
avaliam citotoxicidade e respostas bioldgicas envolvendo células humanas, como fibroblastos
do ligamento periodontal ou osteoblastos humanos, entre outros, permitem aproximar os
resultados da realidade clinica, uma vez que estas células estdo diretamente envolvidas no
processo de reparo'®. Estudos com células mesenquimais provenientes da polpa e foliculo
dentario sdo realizados para avaliacdo de novos biomateriais para uso 0d0ntolégico33.

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade descritos no Capitulo 2 demonstraram que
as linhagens primarias podem ser utilizadas como modelo para ensaios de citotoxicidade,
assim como as culturas imortalizadas utilizadas tradicionalmente®’. Além disso, conforme
demonstrado no Capitulo 1, as hDPCs apresentam maior capacidade de diferencia¢do em
células com potencial de mineralizagdo, quando comparadas com hDFCs, podendo ser
indicadas em ensaios de bioatividade que estimulem a diferenciagio 6ssea’. Entretanto, os
resultados do presente estudo sugerem para avaliacdo da bioatividade por meio da atividade
da ALP, o uso de uma linhagem celular osteoblastica (Saos-2) estd mais indicada.

O MTA tem sido considerado o material de escolha para tratamento de perfuragdes,
obturagdo retrograda, capeamento direto, além de outras indicagdes por apresentar excelentes

propriedades bioldgicas e boas propriedades fisicas e quimicas™>. A partir da observagio de
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que o principal componente do MTA ¢ o CP, vérios estudos tém demonstrado que as
propriedades fisico-quimicas, mecénicas e biologicas destes cimentos sdo semelhantes' "',

O radiopacificador presente no MTA ¢ o oxido de bismuto, porém estudos recentes
tém demonstrado que a associacdo entre este radiopacificador e o CP interfere de maneira
negativa nas boas propriedades do cimento®. Visto isso, novos radiopacificadores tém sido
avaliados visando formular um novo cimento a base de CP, como o 6xido de nidbio, que tem
sido bastante utilizado na confecgdo de implantes endosseos devido as suas boas
propriedades mecanicas e biologicas™.

O nidbio tem sido avaliado na Implantodontia buscando melhorar a liga de titdnio

convencional utilizadas na fabricacdo de implantes enddsseos. Diversos autores verificaram

26,30

\

que além da citocompatibilidade®®®, o nidbio apresenta resisténcia a corrosdo’' e
propriedade hipoalergénica, sendo utilizado em dispositivos médicos, como o marcapasso” .
A sua associacdo ao CP demonstra potencial para uso alternativo em substituicdo ao MTA.

Os resultados do Capitulo 2 mostram citocompatibilidade e bioatividade em ambas as
associagdes utilizadas (6xido de nidbio microparticulado e nanoparticulado), destacando-se a
formulacdo contendo as nanoparticulas, que demonstrou resultados superiores em
determinadas concentracdes avaliadas. Ainda, ambos apresentaram resultados de viabilidade
celular similares ou superiores ao MTA, indicando que os cimentos de CP associados ao
oxido de nidbio apresentam biocompatibilidade e bioatividade in vitro.

As metodologias propostas neste estudo sao modelos in vitro, que apresentam uma
alternativa aos experimentos in vivo, além de se constituirem ensaios simples, reproduziveis
e com excelente custo-beneficio®, sendo indicados para avaliar, em um primeiro momento,
as propriedades biologicas dos possiveis cimentos endodonticos propostos no estudo.

Ensaios in vivo devem ser realizados apos a obtengdo de uma resposta favoravel nos

ensaios in vitro, uma vez que estes nao podem ser diretamente comparados com ensaios in
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. . . . .4
vivo, nos quais ocorre uma resposta conjunta de todo o organismo envolvido*. Entretanto, a
avaliacdo da citotoxicidade de materiais in vitro pode nos dar uma visdo geral dos efeitos

o, . . — . . 4
bioldgicos dos mesmos, sugerindo respostas para condigdes in vivo .
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5 CONCLUSAO

Conclui-se que células primarias da polpa dentdria apresentam maior capacidade de
diferenciagdo em células com potencial para formacdo de tecido mineralizado, quando
comparadas com células do foliculo dentario. A comparacao da resposta destas linhagens
primarias com linhagens imortalizadas (Saos-2 e mPDL) demonstra que a citotoxicidade de
materiais endodonticos ¢ similar nas diferentes linhagens. Entretanto, para a avaliacdo da
bioatividade o uso de uma linhagem celular especifica ¢ indicada, destacando a linhagem
osteoblastica (Saos-2). Além disso, evidencia-se que materiais a base de silicato de calcio
associado ao oOxido de nidbio micro e nanoparticulados mostram potencial para uso

alternativo como radiopacificadores na composi¢ao do MTA.
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