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Queiroz, IOA. Analise de propriedades biologicas do MTA em condicao
normal e hiperglicémica. [Tese]. Aragatuba: UNESP - Univ. Estadual
Paulista; 2017.

O objetivo deste estudo foi analisar as propriedades biologicas do MTA em
condicdo normal e hiperglicémica. Para tanto, esse trabalho foi dividido em
duas partes, sendo que a primeira teve como objetivo avaliar o efeito do MTA
no processo de reparo do Ligamento Periodontal (PDL) e na diferenciacdo de
células mesenquimais progenitoras do PDL (PDSCs) e da Medula Ossea
(BMSCc) ap6és injuria dental. Uma perfuragdo na regido de furca do primeiro
molar superior de camundongos transgénicos (aSMACreERT2/Ai9/Col2.3GFP) foi
realizada e os efeitos do MTA apés 2, 17 e 30 dias de lesdo, foram examinados
e comparados com resina composta (AS) utilizando andlise histoldgica e
epifluorescéncia. Além disso, BMSCs e PDSCs desses camundongos foram
isoladas, cultivadas e os efeitos do MTA na proliferacao celular e diferenciacao
osteogénica foram avaliados. Os resultados indicaram que o MTA promoveu a
regeneracao do PDL e do osso alveolar na area da injuria dental. No entanto,
demonstrou efeitos negativos na diferenciacdo osteogénica de PDSCs e
BMSCec. A segunda parte, teve como objetivo avaliar a influéncia da Diabetes
Mellitus na proliferacdo celular, producdo de citocinas, resposta tecidual,
capacidade de mineralizacdo e na expressao local e sistémica de marcadores
0sseos. Para alcancar esses objetivos, células de linhagem fibroblasticas L929
foram cultivadas em alta concentracéo de glicose e a influéncia do MTA na
proliferacéo celular e na producdo de citocinas das IL-1B, IL-6 e TNF-a foram
observados as 6, 24, 48 e 72 horas; tubos de polietileno foram implantados no
tecido subcutaneo de ratos normais e diabéticos (induzidos pelo Aloxano) e a
influéncia do MTA na resposta tecidual, producdo de citocinas e na capacidade
de mineralizagdo em condicéo diabética foram observadas através de técnicas
histolégicas e imunoistoquimicas aos 07 e 30 dias; analises bioquimicas para
Calcio, Fosforo e Fosfatase Alcalina e imunoistoquimica para osteocalcina e
osteopontina, aos 07 e 30 dias, também foram realizadas com a finalidade de
verificar a influéncia do MTA na expressao local e sisttmica de marcadores

0sseos. O quadro hiperglicémico promoveu, in vitro, um aumento da producao
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de IL-6 e comprometeu a proliferacdo celular apés 72hs. Independente da
condicao diabética, a resposta tecidual e a capacidade de producédo de IL-1p,
IL-6 e TNF-a de ambos MTA nao foi alterada, embora uma reducédo na
intensidade de fluorescéncia do MTA Branco foi observada aos 14 dias em
animais diabéticos. Por outro lado, o quadro hiperglicémico inibiu a producéo
local de osteocalcina e osteopontina na presenca dos dois MTA e aumentou 0s
niveis séricos de Fosforo e Fosfatase Alcalina. Assim, concluiu-se que, o MTA
promoveu a regeneracdo do PDL e do osso alveolar na area da injuria dental,
contudo, apresentou um efeito negativo com relacdo a diferenciacéo
osteogénica e, que em condi¢des hiperglicémicas, o MTA Cinza melhores
resultados biolégicos quando comparado ao MTA Branco.

Palavras-chaves: Diabetes Mellitus, Inflamacdo, Cimentos Dentarios,

Calcificacao Fisioldgica.
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Queiroz, IOA. Analysis of biological properties of MTA in normal and
hyperglycemic conditions. [Thesis]. Aracatuba: UNESP — Univ. Estadual
Paulista; 2017.

The aim of this study was to analyze the biological properties of MTA in normal
and hyperglycemic conditions. Therefore, this study were divided into two parts;
the first part aim was to evaluate MTA effect on healing of periodontal ligament
(PDL) and differentiation of mesenchymal progenitor cells in PDL (PDSCs) and
bone marrow stromal cells (BMSCc) following dental injury. Perforation on the
pulp floor in the furcation area in the first maxillary molars of transgenic mice
(aSMACreERTZ2/Ai9/Col2.3GFP) were performed and the effects of MTA after 2,
17, 30 days of injury, were examined and compared to AS using histological
and epifluorescence analysis. Additionally, BMSCs and PDSCs from these mice
were isolated, cultured and the effects of MTA on cell proliferation and
osteogenic differentiation were evaluated. The results indicated that MTA
promoted regeneration of injured PDL and alveolar bone in the area of dental
injury. However, it has demonstrated negative effects on the osteogenic
differentiation of PDSCs and BMSCs. The aim of second part was to evaluate
the influence of Diabetes Mellitus on cell proliferation, cytokine production,
tissue response, mineralization ability and local and systemic expression of
bone markers. To achieve these goals, L929 fibroblasts cell line were cultured
under high glucose concentration and the influence of MTA on cell proliferation
and production of cytokine IL-1f3, IL-6 and TNF-a were observed at 6, 24, 48
and 72 hours; polyethylene tubes were implanted in the subcutaneous tissue of
normal and diabetic rats (induced by Alloxan) and the influence of MTA on
tissue response, cytokines production and mineralization ability in diabetic
condition were observed by histological and immunohistochemical techniques
at 07 and 30 days; biochemical analysis for Calcium, Phosphorus and Alkaline
Phosphatase and immunohistochemistry for osteocalcin and osteopontin were
also performed, at 07 and 30 days, in order to verify the influence of MTA on the
local and systemic expression of bone markers. The hyperglycemic state
promoted an increase on IL-6 production and impaired L929 proliferation after
72hs. Independent of the diabetic condition, the tissue response and ability to
produces IL-13, IL-6 and TNF-a by both MTA was not change, although a
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reduction on fluorescence intensity of White MTA was observed after 14 days in
diabetic animals. Moreover, hyperglycemia state inhibited the local production
of osteocalcin and osteopontin in the presence of both MTA and increased
serum levels of Phosphorus and Alkaline Phosphatase. Thus, it was concluded
that MTA promoted regeneration of PDL and alveolar bone in the area of dental
injury, moreover, it had a negative effect in relation to osteogenic differentiation;
and under hyperglycemic condition, Gray MTA showed better biological results
when compared with White MTA.

Keywords: Diabetes Mellitus, Inflammation, Dental Cements, Physiological
Calcification.
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Introducao

A "Medicina Endodontica” visa estudar a relagdo e/ou associagao entre
doencas sistémicas e as de origem endoddnticas (1-4). Entre elas, a Diabetes
Mellitus (DM) que € uma doenca complexa, progressiva e debilitante de origem
metabdlica caracterizada por um quadro de hiperglicemia crénica que promove
alteracbes no metabolismo dos carboidratos, lipidios, proteinas, agua e
eletrdlitos resultantes da insuficiente secrecao/acdo do hormdnio insulina (5).

DM é considerada como um fator modulador das infeccfes endodénticas
(6). No entanto, esta relacdo ainda ndo esta completamente elucidada, estudos
mostram que as alteracdes na reposta imune e a persisténcia do estado
inflamatorio associadas a DM podem interferir e comprometer o reparo dos
tecidos periapicais (7-9).

A hiperglicemia crénica decorrente da DM promove a ativagédo de vias
que aumentam a inflamacéo (3,5). Assim, a elevacdo dos niveis inflamatorios
sistémicos altera diversas funcdes do sistema imune (10,11) como o
comprometimento da resposta leucocitaria e 0 aumento da expressdo de
citocinas proé-inflamatérias, promovendo uma reducao da capacidade de defesa
celular e aumentando a susceptibilidade a infec¢cdo e inflamacédo, afetando
diretamente a integridade dos tecidos pulpares e periapicais e interferindo no
processo de reparo (3, 12-14).

DM também tem sido associada com alteragfes no processo de reparo
0sseo (15,16), onde mecanismos fisiopatoldgicos relacionados a perda éssea
como a reducédo da atividade osteoblastica, diminuicdo da sintese de colageno
e alterac6es no metabolismo do calcio e fosforo e na expressdo de marcadores
de formagdo Ossea tem sido observados em individuos diabéticos (17,18).
Entretanto, os mecanismos pelos quais a DM interfere no metabolismo 0sseo
e, portanto, no processo de reparo/cicatrizacdo ainda precisam ser
esclarecidos, sabe-se, que controle da inflamacgédo é essencial para que o
processo de reparo ocorra, uma vez que, na presenca de um quadro
hiperglicémico, a persisténcia da inflamacédo leva uma estimulacdo, pelos

neutrofilos, da condrogénese e inibicdo da osteogénese (19,20).
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O osso é um tecido dinamico que esta em constante remodelacdo e a
diferenciacé@o osteoblastica € regulada por uma série de hormonios, citocinas e
multiplos fatores de transcrigdo (21-23) e que podem ser inibidos e/ou alterados
pelo quadro hiperglicémico (24). Deste modo, a estimulacdo da reabsorcdo
0ssea, atraves da inibicdo da osteogénese, acarreta no aumento da reabsorcéo
Ossea periapical (25,26). Além disso, em individuos diabéticos, a reducao da
capacidade de reparo também estd associada a diminuicdo da resisténcia a
infeccdo bacteriana e maior susceptibilidade as infec¢cdes endodénticas (6, 27,
28).

A infeccdo endoddntica é tratada através da eliminagdo dos micro-
organismos patogénicos e o restabelecimento da normalidade dos tecidos
apicais e periapicais afetados, bem como da utilizacdo de materiais capazes de
promover reacdes de teciduais favoraveis, apresentarem adequadas
propriedades fisicas e quimicas, que sejam indutores de mineralizacdo e que
possam favorecer e contribuir para a reparo periapical (29,30).

Uma vez que, os cimentos reparadores e obturadores estdo em intimo
contato com tecidos perirradiculares, sua composi¢cdo quimica, bem como,
compostos toxicos liberados pelos mesmos podem interferir na resposta
inflamatéria e, consequentemente, no processo de reparo (31-33). Assim,
materiais com as mais variadas bases: O0xido de zinco e eugenol, resina
epoxica, iondbmero de vidro, hidréxido de calcio e Agregado Triéxido Mineral
(MTA), podem ser encontrados.

Oxido de Zinco e Eugenol (ZOE) é um cimento composto de um p6 de
Oxido de Zinco e um liquido o Eugenol, utilizado que nos mais diversos
procedimentos endodénticos: protecdo pulpar direta, em selamento provisorio,
como obturador endodéntico, em revestimento de cavidades profundas. E um
cimento que apresenta acao antimicrobiana (34), bom selamento marginal (35),
acdo anestésica e anti-inflamatoéria local (36). No entanto, devido ao seu
componente liquido: Eugenol quando aplicado diretamente sobre os tecidos
pode desencadear uma resposta inflamatéria crénica dos tecidos periapicais
(37) e danos sobre o tecido pulpar (38).

MTA €é um cimento reparador a base de silicato de calcio que foi

introduzido em 1993 por Torabinejad (39) com a finalidade de proporcionar o
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selamento de comunicacdes patologicas ou iatrogénicas entre o dente e sua
superficie externa (49,41). Entretanto, devido as suas excelentes propriedades
fisicas, quimicas e biologicas (42,43) este passou a ser rotineiramente utilizado
nas mais diversas situacfes clinicas (pulpotomias, capeamentos pulpares,
apicogéneses, apicificacdes e obturacdo dos canais radiculares) (41).

Estudos, in vitro e in vivo, mostram que o MTA € um material bioativo
(44); biocompativel (45); promove a proliferacdo e diferenciacdo de células
mesenquimais/progenitoras da polpa dentaria (46) e ligamento periodontal (47),
além de induz dentinogénese (48), cementogénese (49) e osteogénese (50).
MTA também é capaz de estimular a producdo de citocinas (51,52) e a
expressdo marcadores 0sseos (49, 53). Inclusive em condi¢des hiperglicémicas
o MTA mostrou-se biocompativel, promoveu mineralizacdo (54) e foi capaz de
induzir a formacéo de ponte de dentina (55,56).

MTA encontra-se atualmente disponivel sob duas formas MTA Cinza e
MTA Branco, onde a principal diferenca entre ambos esta na reducdo das
concentracfes de Al,O3, MgO, e FeO encontras no MTA Branco (57). Apenas
poucos estudos comparando MTA Cinza e MTA foram realizados, alguns
mostrando semelhancas; sdo biocompativeis (58), capazes de induzir a
proliferacéo celular (59) e de estimular a formacdo de ponte de dentina (60), e
outros diferencas; MTA Cinza favorece a adesao osteoblastica (61), porém
cementoblastos e queratindcitos crescem melhor na superficie do MTA Branco
(62). Embora, o MTA Branco tenho sido introduzido como uma alternativa para
evitar o pigmentacgéo dental produzida pelo MTA Cinza, estudos in vitro e em in
vivo, também verificaram pigmentacdo dental causada pelo MTA Branco
(63,64).

Recentemente, o MTA também comecou a ser empregado em
procedimentos endoddnticos regenerativos (65,66), uma vez que os tecidos
dentarios (polpa dentéria, ligamento periodontal e osso alveolar) sédo fonte rica
e acessivel de células mesenquimais/progenitoras (67,68), e tais
procedimentos envolvem a interacdo e diferenciacdo das células
mesenquimais/progenitoras, bem como a utilizacdo de biomateriais (69). No
entanto, 0s mecanismos envolvidos nessa interacdo ainda ndo estédo

totalmente explicados.
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A diferenciacdo de células osteoprogenitoras é um principais processos
responsaveis pela formacao e remodelacdo 6ssea, com isso, torna-se um pré-
requisito compreender e analisar as vias envolvidas no desenvolvimento 6sseo
(70). Em funcéo disso, investigacdes tem utilizando animais transgénicos e
marcadores visuais (GFP - proteina verde fluorescente) sob o controle da
actina de musculo liso (a-SMA) (promoter) e do colageno tipo | 2.3kb
(promoter) expressado por osteoblastos maduros com a finalidade de identificar
a subpopulacédo de células progenitoras que expressam a-SMA e exibem um
potencial osteogénico (71-73).

Deste modo, como uma das propriedades do MTA é induzir a
mineralizacdo e promover o reparo nos tecidos onde é aplicado, torna-se
relevante compreender e verificar a influéncia do MTA no processo de
diferenciacdo osteogénica de células mesenquimais, bem como, no processo
de reparo dos tecidos periodontais apds injuria dental, através da utilizacdo de
animais transgénicos. Ao mesmo tempo, como a DM é uma desordem
metabdlica que altera a resposta inflamatéria e, portanto, afeta o processo de
mineralizacao, justifica-se o estudo da influéncia dos MTA Cinza e MTA Branco
na viabilidade celular, resposta tecidual, producdo de citocinas, capacidade de
mineralizacdo e na expressdo local e sistémica de marcadores 0sseos em

condicdo diabética.

45





