AVA
N UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 4{LI0 DE MESQUITA FILHO"

Campus de Sao José dos Campos
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

CLAUDIA VILLELA BIN

EFEITO DE BIOMATERIAIS NO CRESCIMENTO E
FUNCIONALIDADE DE CELULAS PROGENITORAS DA POLPA
DENTARIA

2014



CLAUDIA VILLELA BIN

EFEITO DE BIOMATERIAIS NO CRESCIMENTO E FUNCIONALIDADE DE
CELULAS PROGENITORAS DA POLPA DENTARIA

Tese apresentada ao curso de Odontologia do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista, Campus Sao José dos
Campos, como parte dos requisitos para obtencédo do titulo de DOUTOR,
pelo Programa de Pds-Graduagdo em ODONTOLOGIA RESTAURADORA,
Especialidade Endodontia.

Orientador: Prof. Adj. Carlos Henrique Ribeiro Camargo

Sao José dos Campos
2014



SUMARIO

1 11 [ P 7
N = Y I8 3 P 8
1 INTRODUGAOD ..ottt 9
2 REVISAO DA LITERATURA . ....coooeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
2.1 Cimentos capeadores diretos da polpa......cccceeeeveiiiieee e 13
P2 e 1 =T Yo [T o] S 13
21.2MTA € Ca(OH) 2 et e e e e e e e 18
3 PROPOSICAD ...ttt 26
4 MATERIAL E METODOS... ..ot 27
4.1 Cultura CeIUIAr ... 28
4.1.1DescoNgelamento...........ciieiiiiiiiiice e e 28
4.1.2TroCa d€ MEIO......cceiiieieeeii e 30
4. 1.3 SUDCUIIVO ...t e e e e e e e e aeaees 30
4.1.4Contagem Celular ... 32
4.1.5Curva padrao de viabilidade e crescimento celular .............................. 33
4.1.6PlaqUEAMENTO .....ceviiiiieeee s 33
4.2 Materiais BioatiVOS ...ccooeeeieeeeeeeeeeeeeeeeee e 33
4.2.1Divisao dos grupos experimentais..........cooveeeeiuiiiieeeeeeeeeieieiee e eeeeees 34
4.2.2 Preparo dos meios condiCioNados...........coeveeiuueiiieeeeeeeeeieiiiiaee e e eeeeeees 35
G =t o S T [o e [ I R 36
4.4 ENSAIO0 A€ SRB ... 37
4.5 Atividade da Fosfatase Alcalina (ALP) oo 39

4.6 Analise de formacdo de nddulos minerais (Ensaio de Alizarin
VErMElNO) . e e e e e e aaaaes 40



4.7 ANAlISE EStatiStiCa .o 42

5 RESULTADOS ...t e e e e e e e e e e eeean 43
5.1 Curva padrao de viabilidade e crescimento celular .......................... 43
S O3] o] o D q [ o] o F= o 1= 43
5.3 Fosfatase AlCaliNa ......oooeiiieeiee e 49
5.4 Alizarin VErmel N0 ..o 51
B DISCUSSAD ..ottt 54
6.1 Ensaios de CitotOXiCIAAUE.........uuuuueeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 54
6.2 Fosfatase AICAliNG ......oooeiiieeiee e 58
6.3 AlIiZarin VEermelno ... 59
7 CONCLUSAO. ...ttt 63
8 REFERENCIAS ..ottt 64



BANCA EXAMINADORA

Prof. Adj. Carlos Henrique Ribeiro Camargo (Orientador)
Instituto de Ciéncia e Tecnologia
UNESP - Univ Estadual Paulista

Campus de Sao José dos Campos

Prof. Assist. Dr. Bruno das Neves Cavalcanti
Instituto de Ciéncia e Tecnologia
UNESP - Univ Estadual Paulista

Campus de Sao Joseé dos Campos

Prof. Tit. Marcia Carneiro Valera
Instituto de Ciéncia e Tecnologia
UNESP - Univ Estadual Paulista

Campus de Sao Joseé dos Campos

Prof. Adj. Vivien Thiemy Sakai
Faculdade de Odontologia
UNIFAL - Universidade Federal de Alfenas

Prof. Dr. José Flavio Affonso de Almeida
Faculdade de Odontologia de Piracicaba
UNICAMP — Universidade Estadual de Campinas

Sé&o José dos Campos, 18 de junho de 2014.



AGRADECIMENTOS

Aos meus amados pais Claudio e Arlene: a realizagdo deste trabalho
somente foi possivel devido aos anos de sacrificio de vocés, para que
pudéssemos, sempre, ter a melhor educacéo.

Vocés sempre serao exemplos de amor, carinho, dedicacao e familia...

Aos meus queridos irmaos Rafael e Mariana: agradego pelo carinho, pelas
risadas, pela ajuda, conselhos, companhia e pela nossa unido em todos os

momentos.

Ao meu amado Jo&o: obrigada pelo eterno incentivo na minha profissédo, pelo
crescimento conjunto... Por toda ajuda na execugdo deste trabalho e pela
imensa compreensdo. Obrigada por sempre ser tdo prestativo e

companheiro.



Ao meu orientador Carlos Henrique: agradeco por me aceitar como sua aluna de
Doutorado, pela confianga em meu trabalho, pela paciéncia, pelos conselhos, pela
ajuda que obtive, pela sua disponibilidade e pelo carinho e educagcdo com que

sempre me tratou. Obrigada por tudo professor “lque”...

A querida professora Marcia: Obrigada pelo aprendizado nesses cinco anos de pos-
graduacdo, por acreditar em mim, pela atencdo extrema com que sempre me
recebeu tanto na faculdade quanto em sua casa. Pelos conselhos sempre tao
construtivos e animadores... E obrigada por sempre respeitar as minhas decisdes e

opinides. A senhora é um exemplo para todos.

Ao Professor Bruno Cavalcanti: obrigada pela ideia do projeto, pela sua dedicagéo,
pelas oportunidades que tive em aprender novas metodologias, pela sua
disponibilidade “quase que diaria”, pela sua educacdo e paciéncia de sempre.
Jamais me esquecerei da ajuda e aprendizado que o senhor e a “Marcinha” me

proporcionaram...

A professora Ana Paula: sempre tdo querida, carinhosa, companheira, animada e
meiga... Aprendi muito com a senhora durante os anos juntos de Clinica Integrada.

Seus conselhos sdo para muito além da faculdade, sdo para sempre...

As queridas amigas Nadia, Adriana Chung, Camila, Sylvia, Maria Teresa, Rafaela e
Ivany: “que saudades eu ja sinto de vocés...” Obrigada pelo companheirismo, pelos
momentos sempre tao alegres, pelas risadas e ajudas infinitas!!! O caminho foi

muito mais facil tendo vocés ao meu lado...

Ao professor Ivan Balducci pela realizacao da estatistica deste trabalho.

Ao programa de Pds-graduacao em Odontologia Restauradora, a secretaria e todos

os funcionarios que contribuiram com este trabalho.



Bin CV. Efeito de biomateriais no crescimento e funcionalidade de células
progenitoras da polpa dentaria [tese]. Sdo José dos Campos (SP): Instituto
de Ciéncia e Tecnologia, UNESP — Univ Estadual Paulista; 2014.

RESUMO

Na Endodontia, estudos tém demonstrado avangos nas terapias reparativas
e regenerativas que visam a recuperacédo da vitalidade e fungédo do tecido
pulpar. Para isso sao realizadas técnicas conservadoras como o capeamento
pulpar e pulpotomia. Os materiais bioativos comumente empregados durante
o capeamento pulpar sdo o MTA e o Ca(OH), PA. Porém, um novo material
denominado Biodentine, a base silicato de tricalcio, estda sendo
comercializado com o mesmo propésito. Contudo, os efeitos bioldgicos deste
cimento ainda n&o sao claros, principalmente em se tratando da polpa a ser
regenerada. Desta forma, este trabalho avaliou os efeitos destes materiais
sobre células progenitoras. A biocompatibilidade da Biodentine, MTA e
Ca(OH), foi analisada por ensaios de citotoxicidade (XTT e SRB), apos 1, 3
e 5 dias do contato das células com os materiais. Os processos funcionais de
mineralizagcao foram verificados pela quantificacdo da atividade da enzima
fosfatase alcalina (ALP) envolvida no processo de mineralizagdo, bem como
pela observacdo da formacdo de ndodulos mineralizados pelo ensaio de
alizarin vermelho. Os resultados foram submetidos aos testes estatisticos
(ANOVA e Tukey 5%) e demonstraram uma significativa biocompatibilidade
da Biodentine nos ensaios de citotoxicidade. Contudo, o cimento de Ca(OH);
foi o material que estimulou a maior atividade de ALP. Além disso, todos os
cimentos propiciaram a formagao de noédulos mineralizados a partir do sétimo
dia, no teste do alizarin vermelho. Pdde-se concluir que a Biodentine pode
ser uma importante alternativa como material capeador nos procedimentos
regenerativos.

Palavras-chave: Citotoxicidade. Biodentine. Reparo pulpar. Células-tronco.



Bin CV. Effect of biomaterials on dental pulp stem cell growth and
functionality [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Institute of
Science and Technology, UNESP — Univ Estadual Paulista; 2014.

ABSTRACT

With the use of principles of regenerative therapies in Endodontics, new
tissue engineering strategies have showed success in the de novo
formation of pulp tissue in animal models. The commonly used materials
on the original dental pulp tissue are the MTA and calcium hydroxide. In
addition, a new material known as Biodentine, based on tricalcium silicate,
is new to the market, with the same purpose of the others. However, the
biological effects and mechanisms of this bioactive material are not
elucidated. This project evaluated the effects of these biomaterials on
dental pulp stem cells. The biocompatibility of them was assessed by XTT
and SRB assays, at 1, 3 and 5 days. The alkaline phosphatase activity
assay and alizarin red staining of mineralized nodules was assessed by
functional mineralization. The results were subjected to statistical analysis
(ANOVA and Tukey 5%) and demonstrated a significant Biodentine’s
biocompatibility in cytotoxicity assays. However, Ca(OH), cement was the
material that was most stimulated ALP activity. In addition, all cements
enabled the formation of mineralized nodules from the seventh day, in
alizarin red test.

Keywords: Cytotoxicity. Biodentine. Pulp healing. Stem Cell.



1 INTRODUCAO

Cicatrizacao tecidual pode ser definida como a resposta
programada de um determinado tecido ou 6rgao frente a uma injuria,
como necrose, doenga ou traumatismo. O processo de cicatrizacdo pode
resultar em reparo ou em regeneragao do 6rgao lesionado. O reparo
tecidual ocorre pela substituicdo de um tecido necrosado por um tecido
distinto do original, geralmente fibrose, e sem o reestabelecimento de
funcdo do tecido injuriado. Enquanto regeneracédo tecidual pode ser
definida como a reposigao das fungdes bioldgicas de um tecido depois de
danificado, sendo o tecido neoformado semelhante ao anterior
(Gerstenfeld et al., 2003).

Atualmente a regeneragao tecidual tem sido alcangada
com o emprego de células-tronco, fatores bioquimicos e engenharia
genética. Os principios das terapias regenerativas também podem ser
aplicados na Endodontia. Para isso, estudos tém sido realizados
envolvendo células-tronco pulpares, fatores de crescimento, engenharia
genética, cultura de células e tecidos (Murray et al., 2007).

Hasegawa et al. (2006), demonstraram que células-tronco
da medula éssea, que sdo rotineiramente utilizadas na medicina, podem
também se diferenciar em odontoblastos e formar tecidos duros. Da
mesma forma, células-tronco dentarias, incluindo as células-tronco da
polpa, células-tronco do foliculo dental e células-tronco do ligamento
periodontal, quando isoladas e caracterizadas também podem ser
utilizadas na formagao de um novo tecido dentario (Lindroos et al., 2008).

As células tronco da polpa dentaria (DPSCs) sao capazes

de se diferenciar em células odontoblasticas na presenca de moléculas
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sinalizadoras (Nakashima et al., 1994; Kim YB et al., 2010; Tamaoki et al.,
2010). Desta forma, esse tipo celular assume um importante papel na
endodontia regenerativa. Essas células podem ser obtidas a partir de
terceiros molares (DPSCs) (Gronthos et al., 2000) ou por meio de dentes
deciduos esfoliados (SHED) (Miura et al., 2003). Pesquisas recentes
indicam que a formagdo de um novo tecido pulpar com o uso destas
células-tronco é viavel (Murray et al., 2007; Galler et al., 2011; Ishizaka et
al., 2011).

Exposi¢des traumaticas durante o preparo de cavidades
sao as principais indicagdes para a realizacdo do capeamento pulpar
(Zander, Glass, 1949). Este tratamento é frequentemente realizado em
dentes vitais jovens, por ser um tratamento conservador e considerado
menos agressivo para os tecidos pulpares. Pesquisas que avaliaram as
interacbes entre o material de capeamento e a polpa a ser tratada
demonstraram que materiais biocompativeis sdo capazes de estimular a
diferenciacdo de células-tronco pulpares em osteoblastos e
consequentemente a mineralizagcdo (Smith et al., 1995; Graham et al.,
2006).

Quando ocorre a destruicdo da camada odontoblastica e
0 capeamento pulpar é realizado, o complexo dentino-pulpar se regenera
através do recrutamento, diferenciacdo e proliferacdo de células
progenitoras e pela formacdo de dentina reparativa (Smith et al., 1995).
Desta forma, muitos estudos vém sendo realizados com o objetivo de
determinar qual o melhor material a ser utilizado para recobrir o tecido
pulpar exposto (Zander, Glass, 1949). Uma vez que, a diferenciagao e
proliferacdo das células pulpares podem ser afetadas drasticamente pela
interacdo das células tronco da polpa dentaria (DPSCs) com os materiais
empregados durante o capeamento pulpar. Os materiais bioativos mais
utilizados com sucesso no capeamento sao: o mineral trioxido agregado
(MTA) e o hidréxido de calcio (Ca(OH),). (Yasuda et al., 2008b).



11

O hidréxido de calcio possui propriedades biologicas e
terapéuticas. Seu mecanismo de acao esta relacionado com seu pH
alcalino. Este material estimula a formagdao de uma zona de necrose
superficial no tecido pulpar, induzindo a uma ligeira inflamagao tecidual
(Ford et al., 1995; Cox, Cohen, 1996; Yoshiba et al., 1996; Olsson et al.,
2006; Yasuda et al, 2008a). O pH mais elevado produz uma
neutralizacdo do meio acido gerado pela inflamagédo local no tecido
pulpar, além de proporcionar ao material um efeito antibacteriano. Além
disso, auxilia na formacdo de tecido mineralizado, como a ponte de
dentina e formacé&o de dentina reacional. (Tamburic et al., 1993; Murray et
al., 2000; Gencay et al., 2004; Subramaniam et al., 2006; Yasuda et al.,
2008a).

O MTA é um cimento bioativo a base de cimento Portland
(Torabinejad et al., 1995), que possui inumeras aplicagdes na endodontia,
tais como retrobturagao, reparo de reabsorgdes e perfuragdes radiculares,
apicificagao, capeamento pulpar e pulpotomia (Roberts et al., 2008).

A ampla utlizaggo do MTA ¢é inerente a suas
propriedades, incluindo agédo antimicrobiana (Torabinejad et al., 1995),
insolubilidade nos fluidos orais, radiopacidade (Danesh et al., 2006), bom
selamento (Torabinejad et al., 1993) e biocompatibilidade (Moghaddame-
Jafari et al., 2005; Camargo et al., 2009; Bin et al., 2012).

Véarios estudos in vitro demonstraram  essa
biocompatibilidade, relacionando-a a baixa de citotoxicidade
(Moghaddame-Jafari et al., 2005; Camargo et al., 2009; Bin et al., 2012) e
genotoxicidade (Camargo et al., 2009; Bin et al., 2012), auséncia de
producdo de espécies reativas de oxigénio (Camargo et al., 2009),
adesao em células 6sseas (Zhu et al., 2000; Al-Rabeah et al., 2006) e
aumento na proliferagao celular (Moghaddame-Jafari et al., 2005; Oviir et
al., 2006; Takita et al., 2006). Recentemente, o MTA foi relacionado com a
liberagdo de prostaglandina E,, evidenciando uma importante relagdo com

o processo de formacgédo da ponte de dentina (Minamikawa et al., 2009)
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(Torabinejad et al., 1997; Regan et al., 2002; Main et al., 2004; Chong et
al., 2009).

Um novo material denominado Biodentine (Septodont,
Saint Maur des Faussés, Franca), a base silicato de tricalcio, é
atualmente comercializado, com o mesmo proposito. Os principais
beneficios desse material em detrimento dos outros, sdo o tempo
reduzido de presa e melhores propriedades mecéanicas (Tran et al.,
2012b; Zanini et al., 2012).

As aplicagdes clinicas e as caracteristicas fisicas desses
materiais sdo amplamente descritas na literatura, porém, a bioatividade e
efeitos bioldgicos sobre o tecido pulpar durante a regeneracao e reparo
ainda ndo sao totalmente claros (Zanini et al., 2012). Desta forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos bioldégicos dos materiais
bioativos (MTA, Ca(OH), e Biodentine) sobre células progenitoras da
polpa dentaria, em relacdo a citotoxicidade, expressdo de fosfatase
alcalina e atividade de mineralizacdo. Como hipbtese experimental,
supomos que os cimentos Biodentine e MTA seriam mais biocompativeis
e superiores ao induzir o processo de mineralizacdo em relagdo ao po6

hidréoxido de calcio.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cimentos capeadores diretos da polpa

2.1.1 Biodentine

Laurent et al. (2008), analisaram um novo cimento a base
de CasSiOs desenvolvido para tentar contornar as deficiéncias dos
tradicionais cimentos existentes no mercado. A proposta do estudo foi
avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade e os principais efeitos desses
materiais sobre as funcdes das células alvos. O teste Ames foi aplicado
em quatro cepas de Salmonella typhimurium. O teste de micronucleos foi
realizado em linfécitos humanos. A citotoxicidade através do ensaio de
MTT, o teste Cometa e os efeitos sobre fungdes celulares especificas por
meio de imunohistoquimica foram realizados em fibroblastos da polpa
humana. Os resultados mostraram que o teste Ames nao comprovou
nenhuma evidéncia de mutagenicidade. A incidéncia de micronucleos e a
porcentagem de cauda de DNA formada ap6s o teste Cometa foram
similares ao controle negativo. A porcentagem de morte celular induzida
pelo novo cimento foi similar ao MTA e menor do que a provocada pelo
cimento Dycal. O novo cimento nao afetou as funcdes especificas das
células alvo tais como, mineralizagdo, expressao de colageno tipo 1 e

sialoproteina. Os autores concluiram que o novo cimento foi
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biocompativel, podendo ser utilizado com seguranga em procedimentos
clinicos.

Laurent et al. (2012), avaliaram a habilidade da
Biodentine em produzir dentina reparativa e sua modulacdo na secrecao
de TGF-b1 por células pulpares. Apds a aplicacdo do cimento diretamente
sobre cultura de células da polpa humana por 24 horas, a interacdo do
material com as mesmas foi analisada em sec¢des do tecido. Também foi
analisado o cimento de hidroxido de calcio e o adesivo resinoso Xeno lll.
A secrecdo de TGF-b1 foi quantificada por ELISA. Os resultados
mostraram que a Biodentine induziu a formacdo de uma mineralizacéo
primitiva, sob a forma de osteodentina, logo apds sua aplicagéo, e esta foi
expressa por marcadores de odontoblastos. Este cimento também
aumentou a secreg¢ao de TGF-b1 por células da polpa. O mesmo ocorreu
com o hidroxido de calcio e o MTA, porém, ndo houve aumento dessa
secrecao com o adesivo Xeno lll.

Leiendecker et al. (2012), avaliaram cimentos
recentemente langados no mercado a base de silicato de calcio (CMSs).
O estudo analisou se o contato prolongado desses cimentos com a
dentina promove efeitos adversos sobre a integridade da matriz de
colageno. Corpos de prova de dentina foram extraidos e confeccionados
a partir de terceiros molares humanos (7 X 3 X 0.3 mm) e divididos em
trés grupos de acordo com o material que a dentina seria exposta (MTA
Plus, Biodentine e controle nao tratado). O periodo de exposigao foi de 24
horas, 1, 2 e 3 meses. O ensaio de hydroxyprolina foi realizado para
quantificar colegbes de colageno extraidas em cada grupo e periodo. A
desmineralizagdo no grupo de trés meses foi determinada por
microscopia por transmissao eletrbnica pela deteccdo de alteragdes
ultraestruturais na matriz de colageno. Os resultados mostraram que o
contato prolongado da dentina com os CSMs afetou a integridade da
matriz de colageno. Entretanto, a quantidade de colageno extraido foi

limitada a superficie de contato. Isto, porém, deve ser levado em
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consideracdo quando da aplicagdo desses materiais em delgados
remanescentes de dentina.

Shayegan et al. (2012), avaliaram em dentes deciduos de
suinos, a resposta do tecido pulpar apés procedimento de pulpotomia e
de capeamento pulpar direto, utilizando como materiais a Biodentine,
MTA branco e o formocresol. Foram utilizados 180 dentes que foram
divididos em 3 grupos experimentais de acordo com os periodos
avaliados (7, 28 e 90 dias). Apds esses tempos, os animais foram
sacrificados e os espécimes foram preparados para analise histoldgica.
Nos grupos onde foi realizado a pulpotomia houve diferenga significativa
entre a Biodentine e MTA branco quando comparado ao Formocresol, em
relagédo a resposta inflamatoria e formagao de tecido duro. Nos grupos em
que foi realizado o capeamento pulpar houve apenas uma diferenca entre
a Biodentine e o Ca(OH), em relacdo a formagdo de tecido duro no
periodo de 7 dias. Os autores concluiram que tanto a Biodentine como o
MTA branco sido materiais adequados e biocompativeis para o
capeamento pulpar.

Tran et al. (2012a), avaliaram a capacidade da Biodentine
de induzir o reparo do tecido pulpar em ratos. Primeiramente, foram
realizadas cavidades artificiais em primeiros molares superiores de 27
ratos com seis semanas de vida, a fim de expor a polpa. As areas
expostas foram capeadas com Biodentine, MTA e Ca(OH);, e as
cavidades foram seladas com cimento de ionédmero de vidro. Apos 7, 14 e
30 dias, os dentes foram extraidos e posteriormente preparados para
imunohistoquimica. Tanto o MTA como a Biodentine induziram a
proliferacdo celular e produziram barreira de tecido mineralizado positiva
para osteopontina. Depois de 30 dias, houve a formacdo de uma ponte de
dentina homogénea secretada por células com fenétipo de odontoblastos.
Porém, a barreira formada pelo Ca(OH), continha poros, sugerindo uma
organizagédo de reparo diferente das induzidas pelo MTA e Biodentine.

Esses resultados indicam que a Biodentine fornece um ambiente
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favoravel para o processo de reparo pulpar semelhante ao MTA, e que
mesmo com as limitacbes de um estudo realizado em animais, a
Biodentine € um material biocompativel que pode ser utilizada para o
capeamento pulpar direto.

Zanini et al. (2012), avaliaram os efeitos biologicos da
Biodentine em células murino imortalizadas da polpa (OD-21).
Primeiramente a cultura celular foi exposta a Biodentine para determinar a
proliferagao celular pelo ensaio de citotoxicidade pelo corante MTS (3-(4,5
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H
tetrazolium), apos 2, 3 e 5 dias da exposi¢cao ao material. A expressao de
genes marcadores celulares foi realizada por PCR (reagdo em cadeia da
polimerase) em tempo real. A expressao de proteinas foi quantificada pela
atividade da fosfatase alcalina. A coloragdo pelo alizarin vermelho foi
utilizada para avaliar e quantificar a biomineralizagdo. A expressédo de
varios genes confirmou a diferenciacdo das células OD-21 em
odontoblasatos durante o periodo da cultura celular. Concluiram que a
Biodentine € um material bioativo porque promoveu essa diferenciacéo e
biomineralizagao, e, por isso, seu uso clinico é indicado para o processo
de regeneracdo do complexo dentino-pulpar, como capeamento pulpar
direto.

Perard et al. (2012) avaliaram os efeitos biologicos da
Biodentine sobre células de linhagem odontoblastica (MDPC-23) e em
células da polpa (OD-21). Além disso, avaliaram os efeitos da Biodentine
e do MTA quanto a expressao génica em cultura celular para os genes
envolvidos na diferenciagdo odontogénica Runx2, secregdo de matriz
(Col1a1, Spp1) e mineralizagdo (ALP). Os autores utilizaram o ensaio da
fosfatase acida para comparar a biocompatibilidade dos materiais. A
diferenciacao celular foi determinada por PCR em tempo real. As células
MDPC-23 na presenca de MTA tiveram os maiores niveis de viabilidade
em relacdo as mesmas células expostas a Biodentine e ao controle no

periodo de 7 dias. Para as células OD-21, a taxa de proliferacdo no
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mesmo periodo foi significativamente menor quando da presengca de MTA
e Biodentine em relagdo ao grupo controle. A expressdo de Col1a1 foi
ligeiramente menor nas culturas quando expostas ao MTA em relagao a
Biodentine e controle. Concluiram que a Biodentine e MTA podem
modificar a proliferagdo de células pulpares, e que seus efeitos podem
variar ao longo do tempo, dependendo da linhagem celular considerada.
Observaram similaridade entre a Biodentina e MTA reforcando a
indicacao destes para o capeamento pulpar direto.

Zhou et al. (2013), estudaram o efeito da Biodentine, MTA
branco e do cimento de iondbmero de vidro (CIV) sobre a viabilidade de
fibroblastos gengivais humanos. As células foram incubadas durante 1, 3
e 7 dias em contato com os extratos dos materiais testados, e também
durante os mesmos periodos houve o contato direto da superficie dos
materiais com as células imersos no meio de cultura. A citotoxicidade foi
avaliada pelo citometro de fluxo e a adesao celular a superficie dos
materiais por meio de microscopia eletronica de varredura. Os resultados
mostraram que as células expostas ao extrato da Biodentine e ao MTA
obtiveram as maiores taxas de viabilidade celular para todas as
concentracbes testadas. Além disso, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre esses materiais em todo o
experimento. Contudo as células expostas ao extrato do CIV mostraram
0os menores indices de viabilidade. As células em contato tanto com a
Biodentine ou com o MTA se aderiram e se espalharam pela superficie do
material apés um dia de incubagdo, e, esse processo manteve-se
crescente pelos periodos de 3 e 7 dias de cultura. Os autores concluiram
que a Biodentine e o MTA causaram reacgdes similares para este tipo

celular, sendo menos citotdxicos que o cimento de iondbmero de vidro.
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2.1.2 MTA e Ca(OH),

Accorinte et al. (2008), avaliaram a resposta
histomorfologica de células humanas da polpa humana apds capeamento
pulpar direto com MTA e com cimento a base de Ca(OH),. A exposi¢cao
pulpar foi realizada na superficie oclusal de 40 premolares humanos.
Apos 30 e 60 dias do capeamento, os dentes foram extraidos e
processados para exames histopatologicos. Os resultados mostraram que
os dois cimentos propiciaram formacao de ponte de dentina e induziram
resposta inflamatdria. Entretanto, para o grupo do Ca(OH), 30 dias, foi
observada menor formagao de ponte de dentina quando comparada aos
grupos do MTA 30 e 60 dias. Os autores concluiram que, apesar, do
reparo induzido pelo cimento de Ca(OH), seja mais lento, ambos os
cimentos promoveram com sucesso o reparo pulpar em dentes humanos.

Min et al. (2008), analisaram a resposta de células
pulpares ao capeamento pulpar realizado com MTA e com cimento de
hidroxido de calcio, frente ao processo de formacéo de ponte de dentina e
expressao de sialoproteina dentinaria (DSP). O capeamento pulpar direto
foi realizado em 20 terceiros molares que nao apresentavam carie. Apos
dois meses, os dentes foram extraidos e os espécimes foram preparados
para analise histolégica e imunohistoquimica. Os resultados mostraram
que 100% dos dentes tratados com MTA formaram ponte de dentina e o
mesmo ocorreu com 60% dos dentes tratados com hidréxido de calcio.
Entretanto, a espessura da ponte formada pelo MTA foi significativamente
maior do que a observada pelo hidréxido de calcio. Aléem disso, maior
quantidade de DSP foi expressa em células odontoblasticas e fibroblastos
de polpa sob a ponte de dentina para o MTA. Esses dados indicaram que
o MTA foi superior ao cimento de hidréxido de calcio ao induzir o
processo dentinogénico em células humanas da polpa apds capeamento.
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Camargo et al. (2009), avaliaram a citotoxicidade e
genotoxicidade do MTA cinza e branco, e do cimento de hidroxido de
célcio (Hydro C), em células da polpa humana (tHPCs). Estas foram
expostas as diluicbes dos cimentos testados durante 1 hora, e, em
seguida, foi determinada a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) por meio de citometria de fluxo (FACS). A taxa de sobrevivéncia
celular foi determinada pelo ensaio do cristal violeta apds 24 horas da
exposi¢cao aos cimentos. A genotoxicidade foi quantificada pela formagao
de micronucleos em células V79, e a modificagado do ciclo celular induzida
pelos extratos foi avaliada por FACS. Os resultados mostraram que o
Hydro C foi o cimento mais citotdxico do estudo, e que aumentou em duas
vezes a producdo de ROS. Os dois tipos de MTA praticamente nao
reduziram o numero de células e nao induziram a formacédo de ROS. Nao
foi constatado um aumento significativo do numero de micronucleos para
nenhum material. O Hydro C aumentou ligeiramente o numero de células
em G1 e G2.

Masuda-Murakami et al. (2009), avaliaram os efeitos do
MTA e do cimento de hidroxido de calcio (Dycal) na diferenciagao
odontoblastica em células da polpa por meio de “heat-shock protein 25”
(hsp25) como um marcador para a diferenciagao odontoblastica. Os feitos
da exposigao celular aos cimentos foram analisados por microscopia de
varredura. As células foram preparadas para imunohistoquimica para
anticorpos policlonais anti-hsp25 e actina. A expressao de RNAm de
hsp25 e DSPP nas células durante 2 dias foram quantificadas por PCR
em tempo real. A maioria das células expostas ao MTA mostraram uma
intensa imunomarcacgao para hsp25, e a expressao de RNAm para hsp25
e DSPP, no mesmo periodo, foi maior em relagdo ao grupo exposto ao
Dycal. Esses resultados mostraram que o MTA induziu a uma
diferenciacao odontoblastica e formagcdo de dentina reparativa com

minima taxa de morte celular.
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Ji et al. (2010), avaliaram a relagdo existente entre o
hidroxido de calcio no recrutamento, proliferagdo e mineralizacdo de
células-tronco (DPSCs) obtidas a partir de premolares imaturos de caes.
O ensaio de PCR foi utilizado para identificar marcadores celulares de
células tronco. Analise por Imunoblot, ensaio de migracdo celular e
coloragéo por alizarin vermelho foram usados para avaliar a capacidade
de proliferacdo, migracdo e mineralizagcdo de células tratadas com
hidroxido de calcio. O material foi aplicado em defeitos intencionais
criados nos dentes de cades para a observacdo do processo de
regeneracao da dentina. Os resultados evidenciaram que o hidroxido de
célcio aumentou o recrutamento, migracao, proliferacado e mineralizagao
das DPSCs. Esses dados reforcaram o uso dessas células, pois
funcionaram como verdadeiros depdsitos de células-tronco para o
processo de regeneragao pulpar além de elucidarem o efeito benéfico do
hidréxido de caélcio.

Kim YB et al. (2010), estudaram alteragcées na expressao
génica relacionada ao processo de mineralizagdo quando o MTA foi
exposto as células da polpa humana (HDPCs). A exposi¢cdo ocorreu por
meio de tubos de Teflon (didmetro 10 mm, altura 2 mm) aplicados sobre a
cultura celular. Tubos vazios expostos as células foram usados como
controle negativo. A extracdo de RNA foi realizada apés 6, 24 e 72 horas.
Os resultados foram confirmados por meio de PCR para os genes quando
expressos em dobro ou inferior a metade. De 24.546 genes, 109 genes
foram “upregulated” mais que duas vezes (THBS1, VCAN, BHLHB2,FN1,
COL10A1, TUFT1e HMOX1), e 69 genes foram “down-regulated” abaixo
de 50% (DCN, SOCS2 e IL8). Esses resultados sugeriram que em vez de
ser um material “bioinerte”, o MTA estimulou as células da polpa de varias
formas, induzindo a mineralizagao e a uma ligeira inflamacao, além de ter
um papel protetor contra essa inflamacgao.

Paranjpe et al. (2010), avaliaram a exposigdao de cultura

de células da polpa humana (DPSCs) ao MTA cinza, e estudaram os
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niveis de expressao génica, secrec¢ao de fator de crescimento endotelial e
analise da superficie morfolégica. Os dados obtidos indicaram que o MTA
promoveu sobrevivéncia e proliferagcao celular significativamente maior
que o grupo controle, além disso, estimulou a expressdo dos genes
Runx2, osteocalcina, fosfatase alcalina e da sialoproteina dentinaria. O
MTA também induziu 0 aumento da secreg¢ao de fatores de crescimento
endotelial, que sao importantes no processo de cicatrizacdo e
regeneragao. Desse modo, esses resultados indicaram a capacidade
deste material em promover diferenciacdo das células pulpares em
linhagem odontoblastica, que sdo responsaveis pela formagéo de ponte
de dentina, contribuindo com o sucesso do tratamento.

D'Anto et al. (2010), avaliaram a agdo do MTA durante o
processo de adesao, proliferacao e migracao de células-tronco humanas
derivadas da medula 6ssea mesenquimal (hMSCs). Os cimentos ProRoot
MTA branco e Portland branco foram manipulados e deixados sob presa
por 24 horas. A proliferacao e diferenciacao celular, apds a exposicao aos
cimentos, foram avaliadas pelo método do azul de alamar, a fim de
verificar a presenga ou auséncia de diferenciagao celular durante 28 dias.
Para avaliar o efeito na capacidade migratéria das hMSCs, foi realizado
um ensaio de migragcdo durante 18 horas. Os cimentos foram colocados
em placas de 6 pocos e as células em “inserts” com poros de 8 mm. Apos
analise de microscopia de varredura, pdde-se observar adesdo e
distribuicdo celular por toda a superficie do MTA. Porém a proliferagao
celular foi significativamente maior sobre o MTA em relagdo ao cimento
Portland. Desse modo, os autores concluiram que o cimento de MTA
auxilia no processo de adesao, crescimento e migragdo das células-
tronco mesenquimais.

Guven et al. (2011), avaliaram os efeitos do MTA, do
cimento de Ca(OH), (Dycal) e de um material derivado da matriz do
esmalte (EMD), quanto a proliferagdo e diferenciagdo odontogénica de

células-tronco de germes dentarios (hTGSCs). A diferenciagao
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odontogénica das hTGSCs foi avaliada pela expressdo da
sialofosfoproteina (DSPP) por PCR em tempo real, pela quantificagdo da
atividade da fosfatase alcalina e pela visualizagao da deposicao de calcio
por coloracdo de Von Kossa. Os resultados demonstraram que o EMD foi
o melhor material na diferenciacdo e proliferacdo das hTGSCs, e que o
Dycal foi citotoxico para essas células. Porém, quando o EMD foi
recoberto pelo Dycal mostrou-se menos citotéxico, e, quando recoberto
pelo MTA nao foi eficiente na proliferacéo e diferenciagao dessas células.
Peng et al. (2011), investigaram os efeitos de um cimento
a base de silicato de tricalcio (CasSiOs) e do Ca(OH), na proliferagéo e
diferenciagdo odontogénica de células da polpa humana (hDPCs). As
células foram expostas aos extratos dos cimentos testados, e a
proliferacdo celular foi analisada pelo ensaio de MTT. A diferenciacéo
odontogénica foi avaliada por PCR em tempo real usando marcadores
especificos para sialofosfoproteina (DSPP), proteina de matriz dentinaria
(DMP1), osteocalcina (OC), fosfatase alcalina (ALP) e para colageno tipo
1 (Col 1). Foram realizados ainda, quantificacdo da atividade de ALP,
ensaio de mineralizagdo pelo alizarin vermelho e imunohistoquimica para
DSP. O ensaio de MTT mostrou que as hDPCs proliferaram
significativamente para o extrato do cimento de Ca3SiOs quando
comparado ao extrato do Ca(OH),. A analise por PCR indicou que o
cimento de CasSiOs estimulou a expressédo de todos os genes avaliados.
Além disso, estimulou a mineralizagdo e aumentou a produgao de ALP e
DSP. Concluiram que o cimento de CasSiOs induziu a proliferagao e a
diferenciagcdo odontogénica das células hDPC, e que possivelmente pode
ser utilizado como um novo agente para o capeamento pulpar direto.
Zhao et al. (2011), analisaram a agao da proteina kinase
ativada por mitose (MAPK) que esta envolvida na diferenciacédo de
células-tronco. Os autores investigaram os efeitos do MTA na viabilidade
celular, producédo de diferentes marcadores, e o envolvimento da MAPK

em cultura de células-tronco da polpa dental humana (DPSCs). A
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viabilidade e a diferenciagao celular foram determinadas pelo ensaio de
MTT e PCR em tempo real, respectivamente. A ativacdo da MAPK foi
verificada pelo teste de “western blotting”. As concentracbes de MTA de
20 e 10 mg/ml foram citotoxicas para as DPSCs. O MTA aumentou
significativamente a expressdo da fosfatase alcalina (ALP),
sialofosfoproteina dentinaria (DSPP), colageno tipo | (COLI), osteocalcina
(OCN), sialoproteina 6ssea (BSP). Além de, induzir a fosforilacédo de p42
e p44 (p42/44), p38 e c-Jun N-terminal kinases 1 e 2 (JNK1/2) MAPK.
Além disso, o inibidor da MAPK p42/44 atenuou a diferenciacao
odontoblastica induzida pelo MTA. Estes dados indicaram que essa
diferenciacao induzida pelo MTA em DPSCs foi por meio das vias de
MAPK, o que pode desempenhar um papel fundamental nas respostas de
reparacao do complexo dentino-pulpar.

Hirschman et al. (2012), compararam in vitro a
citotoxicidade do MTA branco, Brasseler Endosequence Root Repair
Putty (ERRM), Dycal, e Ultrablend Plus (UBP) em fibroblastos humanos
através do ensaio de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide). Para isso, as células foram expostas a
varias concentracdes dos cimentos testados, durante 2, 5 e 8 dias. Os
resultados constataram uma taxa de viabilidade celular similares para
todas as diluicbes dos cimentos MTA, ERRM e UBP ao controle negativo
para os periodos de 2 e 5 dias de exposigdo. Somente o Dycal exibiu
aumento da citotoxicidade significativo para esses periodos. Apds o
periodo de 8 dias a taxa de sobrevivéncia celular foi de 91% (Brasseler),
88% (MTA), 76% (Ultrablend Plus) e 37% (Dycal). Concluiram que o MTA,
ERRM e UBP obtiveram niveis de citotoxicidade semelhantes para estas
células e que o cimento Dycal foi o mais citotoxico nos intervalos de
tempo avaliados.

Lee et al. (2012), avaliaram os efeitos citotoxicos e
bioativos da Simvastain e Emdogain (Biora AB, Malm€o, Suécia), do

cimento Portland contendo 6xido de bismuto (BPC) e do MTA em células
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da polpa humana (HDPCs), por meio do ensaio de MTT. A diferenciagao
celular foi determinada pela atividade da fosfatase alcalina (ALP),
coloragao pelo alizarin vermelho e PCR. Os resultados do crescimento
celular das HDPCs expostos ao Emdogain e Simvastain adicionados no
BPC foram superiores ao crescimento observado para o BPC isolado e
similar ao MTA durante 14 dias. Os grupos do Simvastain e Emdogain
aumentaram o potencial odontogénico do BPC com relagéo a atividade da
fosfatase alcalina, nodulos de mineralizacdo, expressdo de RNA
mensageiro de ALP, osteopontina, osteocalcina e Runx2. Esses
resultados mostraram que a Simvastain e o Emdogain aumentaram o
crescimento celular e a diferenciagao das células pulpares para o BPC, e
podem ser utilizados na composicdo do BPC quando utilizado como
material capeador.

An et al. (2012), investigaram os efeitos de diferentes
concentragdes de ions calcio no crescimento e diferenciacdo osteogénica
de células da polpa humana (hDPCs). Para isso, diversas concentragdes
de ions calcio foram adicionadas ao meio de cultura, e um kit de
contagem de células (Cell Counting Kit-8) foi utilizado para determinar a
proliferacdo celular das hDPCs no meio de cultura. A diferenciacéo
osteogénica e a mineralizagdo foram avaliadas pela atividade da fosfatase
alcalina (ALP), coloragdo pelo alizarin vermelho, Von Kossa, e ensaio
quantitativo de ions calcio. Os marcadores de diferenciagdo osteogénica
selecionados foram quantificados por reagcdo de PCR em tempo real.
Dentro da faixa de 1,8 — 16,2 mM, o aumento da concentracdo de ions
calcio nao influenciou na proliferacao celular, porém levou a mudancgas na
diferenciacdo osteogénica, pois a formacdo de nodulos de matriz
mineralizada foi encontrada para as concentragdes mais elevadas de ions
célcio. Contudo, a atividade da ALP e a expressdo génica foram
reduzidas. Os resultados por PCR mostraram tendéncia reduzida na
expressdo de RNAm do colageno tipo | e Runx2 nas concentragdes

elevadas de ions calcio, enquanto a expressao do RNAm de osteopontina
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e osteocalcina foi significativamente maior. O teor de ions calcio no meio
de cultura influenciou significativamente as propriedades osteogénicas
das hDPCs, indicando a importancia da liberacdo desses ions pelos
materiais capeadores da polpa no alcance de resultados clinicos
desejaveis.

Yoshiba et al. (2012), realizaram um estudo a fim de
identificar células tronco mesenquimais na polpa dental, utilizando dois
marcadores especificos alpha-smooth muscle actin (a-SMA) e STRO-1. A
investigacdo desses marcadores foi realizada tanto na polpa dental
intacta como em areas de cicatrizagcdo do tecido pulpar de adultos. Para
isto a polpa exposta foi submetida ao capeamento pulpar direto com os
materiais ProRoot White MTA e Ca(OH), para induzir a formagao de uma
barreira de tecido mineralizado. Depois de 7-42 dias, os dentes foram
extraidos e processados para imunohistoquimica utilizando anticorpos
para a-SMA, STRO-1. Na polpa normal a-SMA foi detectado em células
musculares lisas. Dupla imunofluorescénsia com STRO-1 e a-SMA
mostrou que STRO-1 foi localizado em células musculares lisas
vasculares, em células endoteliais e em fibras nervosas. Durante o
processo de reparo pulpar, numerosas células positivas para a-SMA
emergiram para a margem da ferida em 14 dias, e inicialmente formaram
uma barreira de tecido mineralizado forrada com células positivas para a-
SMA aparentemente similares a odontoblastos. STRO-1 foi
abundantemente encontrado nas fibras nervosas. Apds 42 dias, as
células da barreira mineralizada foram coradas, e ndo houve deteccao de
a-SMA nestas células. Esses dados indicaram que as células positivas
para a-SMA aparecem temporariamente na margem do reparo e
anteriormente ao processo de formacgao da barreira mineralizada e STRO-

1 permanecem confinados em elementos vasculares e neurais.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a agao bioldgica dos

biomateriais MTA, Ca(OH), PA e da Biodentine, no processo de reparo

pulpar, em células progenitoras da polpa dental humana (SHED).

Para isso:

a)

b)

A Dbiocompatibilidade dos materiais frente as
células progenitoras foi determinada por meio de
ensaios de citotoxicidade (XTT e SRB), apds os
periodos de contato com os cimentos de 1, 3 e 5
dias;

A mineralizacdo celular foi quantificada pela
atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP). Foi
realizado também o ensaio complementar do
alizarin vermelho para observacdo de nodulos de
mineralizagdo formados pelas células a partir do

estimulo dos materiais analisados.

A hipotese experimental deste estudo foi de que todos os

materiais teriam o potencial de induzir os processos de mineralizacao, e,

que, os cimentos Biodentine e MTA seriam superiores em relacdo ao

hidroxido de calcio

ao estimular este processo. Isso deveria ser

confirmado pela maior atividade funcional nos ensaios de alizarin

vermelho e fosfatase alcalina destes materiais. Outra suposicao foi de que

esses cimentos também desempenhariam comportamento superior nos

ensaios de citotoxicidade XTT e SRB.



4 MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos —
UNESP sob o numero de protocolo 46420-PH/CEP, e esta de acordo com
0s principios éticos, seguindo as diretrizes e normas regulamentadoras de
pesquisa com seres humanos, de acordo com a Resolugdo n°196/96 do
Conselho Nacional de Saude (Anexo).

As células progenitoras (linhagem SHED) (Figura 1)
utilizadas no presente estudo foram obtidas a partir de molares deciduos
exfoliados naturalmente. A cultura celular foi previamente processada e
estabelecida para o isolamento das células progenitoras. Estas células
foram cultivadas e congeladas no banco de células do Laboratério de
Cultura Celular do Departamento de Odontologia Restauradora, Disciplina
de Endodontia. Nesta pesquisa foram utilizadas células entre a quinta e
sétima passagem.

Figura 1- Células progenitoras (linhagem SHED) utilizadas no estudo.
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4.1 Cultura celular

As células, previamente descongeladas, foram cultivadas
em garrafas para cultivo celular de 75 cm® — 270 ml (TPP, Trasadingem,
Suiga), em meio minimo essencial, variagdo alfa (alfa-MEM),
suplementado com 20% de soro fetal bovino inativado por calor (SFB-HI),
100 pM de acido ascoérbico, 2 mM de L-glutamina e 1% de solugao
antimicotica-antibiotica e mantidas em estufa a 37 °C, em atmosfera
umida de 5% de CO,. As células foram cultivadas até atingirem
subconfluéncia (80% de ocupacgao do frasco), quando foram tripsinizadas
e subcultivadas numa relacdo de area de 1:4 (a partir de 1 frasco de
cultivo celular foram gerados outros quatro frascos).

As células foram posteriormente “plaqueadas” (colocadas
em placas de 96 pocgos), onde receberam os materiais sob a forma de

meios condicionados. Todas as etapas estdo descritas a seguir.

4.1.1 Descongelamento

Todos os procedimentos foram realizados dentro da
capela de fluxo laminar (Grupo Veco, Campinas, Brasil). Em um frasco
para cultura de célula (garrafa 75 cm®— 270 ml), foram pipetados 10 ml de
meio de cultura; esse procedimento foi realizado com antecedéncia para
que a tensao superficial do frasco e do meio fosse quebrada. No livro de
registros do banco de células foram selecionados o puxador e a caixa do
tambor de nitrogénio (Thermo Fisher Scientific Inc, EUA) que continham
as células desejadas (Figura 2A). Um tubo criogénico contendo as
células, (Prolab, Sdo Paulo, Brasil) foi removido e levado imediatamente
para o banho maria (Quimis, Aparelhos Cientificos, Brasil) até o
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descongelamento do seu conteudo (Figura 2B). As células foram
inseridas no frasco para cultura previamente preparado (Figura 2C) e
levadas ao microscopio de luz invertida (Quimis, Aparelhos Cientificos,
Brasil) para verificagdo da presencga de células (Figura 2D). Os frascos
permaneceram em estufa com temperatura de 37 °C e tensao de C0O25%
(Thermo Fisher Scientificinc, EUA).

Figura 2 - A) caixas removidas do tambor de nitrogénio; B) células sendo removidas do
tubo criogénico; C) frasco de cultura; D) verificagdo da presenga de células.
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4.1.2 Troca de meio

A cada 48 horas o meio de cultura foi trocado. As células
foram removidas da estufa e verificadas no microscépio. O meio de
cultura foi aspirado e em seguida as células foram lavadas com solugao
salina tamponada - PBS (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil) para remogéao
de células mortas (Figuras 3A e 3B). Um novo meio de cultura foi entdo

adicionado ao frasco e as células novamente levadas a estufa.

Figura 3 - A) aspiracao do meio de cultura; B) lavagem da garrafa com PBS.

4.1.3 Subcultivo

O subcultivo foi realizado quando as células cresceram a
ponto de ocupar quase todo o frasco, ou seja, 80% de confluéncia (Figura
4A). Desta forma, as células foram removidas de um frasco e colocadas
em dois ou mais frascos, de acordo com o seu crescimento.

O meio de cultura presente no frasco de cultivo foi retirado
com auxilio de um pipetador automatico (High Tech Lab, Poland) e
descartado. As células foram lavadas com 6 ml de PBS e em seguida

adicionados 3 ml de tripsina (substancia utilizada para destacar as células
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do fundo da garrafa). O conjunto foi levado a estufa onde permaneceu por
5 minutos. Em seguida, foram realizadas leves batidas no fundo do frasco
apenas para auxiliar a remocao celular (Figura 4B).

Apods o periodo em estufa, 6 ml de meio de cultura foram
adicionados sobre a tripsina para sua neutralizacdo. Todo este conteudo
foi transferido para um tubo Falcon e centrifugado para obtencéo do pellet
(Figura 4C). O sobrenadante foi aspirado e as células foram
ressuspendidas em 1 ml de meio fresco. Apds a homogeneizacao, a
suspensao foi dividida em dois ou mais frascos de mesmo tamanho
contendo 10 ml de meio de cultura, preparados previamente (Figura 4D).
Os frascos foram levados novamente a estufa, onde permaneceram até a
troca de meio e/ou realizagdo de uma nova subcultura. Esse
procedimento foi realizado até que as células estivessem em quantidade

suficiente para realizagdo da contagem e do plaqueamento.

Figura 4 - A) células SHED com 80% de confluéncia; B) batidas no fundo do frasco para
o descolamento das células da garrafa; C) formagao do pellet; D) frascos contendo as
células e meio de cultura.
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4.1.4 Contagem celular

A contagem de células foi realizada antes do
plagueamento a fim de que a mesma quantidade de células fosse
colocada em cada pocgo das placas de 96 pocos. Foram realizados os
mesmos passos da subcultura até a obtencéo do pellet; porém, as células
foram ressuspendidas em 10 ml de meio fresco. Desta suspensao foram
retirados 10 pl para a cadmara de Neubauer (Labor Optik GmbH,
Germany), a qual foi levada ao microscopio de luz invertida para
realizacdo da contagem das células presentes nos quatro quadrilateros
periféricos (Figuras 5A e 5B).

Para obtencdo da quantidade de células por ml de meio
de cultura, foi utilizada a seguinte férmula: C x 10*= n° células/ml, onde C
corresponde a meédia das células encontradas nos quadrilateros

periféricos.

Figura 5 - A) cAmara de Neubauer; B) contagem celular dos quadrilateros periféricos.

A quantidade de células a ser utilizada foi definida de

acordo com uma curva padrao.
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4.1.5 Curva padrao de viabilidade e crescimento celular

A curva padrao de viabilidade e crescimento celular foi
obtida através da avaliacdo de quantidades diferentes de células
cultivadas por pogco em placa de 96 pogos sem aplicacdo dos
tratamentos. Para obté-la, foram cultivadas 1x10°, 2x10° 4x10°, 8x10¢,
células por poco, sendo utilizados oito pocos para cada quantidade de
células. O experimento foi realizado em ftriplicata, e as placas

permaneceram em estufa por 1, 3 e 5 dias a 37 °C, 5% CO..

4.1.6 Plaqueamento

Apos a determinacao da quantidade ideal de células a ser
utilizada por poco da placa de 96 pocos, foi realizado o plaqueamento.
Para cada material testado foram plaqueados 4 pocos por placa, sendo o
experimento realizado em triplicata. Desse modo, obtivemos 12 amostras
de cada cimento para cada periodo analisado.

As células permaneceram em estufa a 37 °C, 5% COz por
24 horas.

4.2 Materiais Bioativos

Os materiais testados neste estudo foram o hidroxido de
célcio PA (Biodinamica, Ibipora, Brasil), o MTA branco (Angelus, Londrina,

Brasil) e a Biodentine (Septodont, Saint Maur des Faussés, Francga),
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(Quadro 1). Estes foram aplicados sobre as células sob a forma de meios
condicionados (Cavalcanti et al., 2005), para evitar o contato direto

desses com as células.

Quadro 1 - Composicao quimica dos materiais

Material Composicao
SiOz, KQO, A|203, Nazo, Fe203,
MTA S0O3;, Ca0, Bi,0O3, MgO. Residuos

insoluveis de silica cristalina, 6xido
de calcio e sulfatos de potassio

Po6: silicato de tricalcio e carbonato

Biodentine de calcio; solucdo aquosa: cloreto
de calcio
Hidroxido de Calcio PA Hidroxido de calcio PA (99% a
100%)

4.2.1 Divisado dos grupos experimentais

As culturas celulares foram submetidas aos ensaios e

cada experimento proposto foi constituido por:

a) Grupo controle (células sem tratamento);
b) Células tratadas com hidroxido de calcio PA,;
c) Células tratadas com MTA branco;

d) Células tratadas com Biodentine.

Os materiais foram aplicados sobre as células sob a
forma de meios condicionados, e foram mantidos em contato com as
células pelos periodos de 1, 3 e 5 dias para os ensaios de XTT e SRB e

1, 7 e 14 dias para o ensaio de alizarin vermelho, e de 7 dias para o
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ensaio da fosfatase alcalina. Estes meios condicionados foram trocados a
cada 3 dias.

4.2.2 Preparo dos meios condicionados

Os meios condicionados do MTA e do hidroxido de calcio
foram obtidos pela manipulagdo de 1 g do material com agua destilada,
conforme recomendagdes dos fabricantes. Seguida da mistura deste
material manipulado recém preparado com 5 ml de meio de cultura alfa-
MEM no interior de tubos Falcon de 50 ml. A Biodentine foi preparada da
mesma forma, porém sua manipulacdo obedeceu o fabricante ao misturar
o conteudo de um saché do material (700 mg) com 0,18 ml de agua
destilada. A esta mistura foi entdo adicionada 3,5 ml de meio de cultura
alfa-MEM no interior de um tubo Falcon de 50 ml. Essas proporcoes
seguiram as recomendagdes da American Society for Testing and
Materials, 1992; onde para cada 0,2 g da substancia a ser testada verte-
se 1 ml de meio de cultura. Os tubos preparados foram homogeneizados
em vortex e mantidos em estufa de CO, a 37°C por 1 hora (Figura 6A).
Posteriormente, o sobrenadante foi coletado para fazer a diluicdo do
conteudo dos mesmos. Para isso foi coletado 1 ml da mistura que foi
entdo homogeneizada com 99 ml de meio alfa-MEM para utilizagéo sobre
as culturas celulares (Figura 6B). Essa combinagdo proporcionou uma
concentracao de 1% para todos os materiais (2 mg/ml).

ApO6s a obtencdo dos meios condicionados, foram
inseridos 200 pl destes em cada pocgo das placas de 96 pocos, utilizando-
se 4 pocos para cada cimento e controle. Os testes foram independentes
e realizados em triplicata para cada grupo.

As células foram processadas de acordo com cada um

dos ensaios a seguir.
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Figura 6 — A) preparo dos meios condicionados em tubos Falcon; B) homogeneizagao
dos meios condicionados em vortex.

4.3 Ensaio de XTT

As células foram cultivadas em placas de 96 pogos, em
cada pogo foram colocadas 1.000 células, as placas permaneceram em
estufa durante 24 horas. Em seguida, o meio de cultivo foi aspirado e
foram colocados 200 uyl de meio condicionado em cada pogo. Estes
permaneceram em contato com as células durante 1, 3 e 5 dias, e a cada
dois dias estes meios foram trocados.

ApOs o contato das células com os meios condicionados a
avaliacdo da viabilidade e do crescimento celular foi determinada pelo
ensaio colorimétrico do reagente XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)-2H-tetrazdlio-5-carboxanilida). Esse teste baseia-se na redugéo
do corante XTT a um precipitado de formazan laranja, resultante da
atividade de enzimas desidrogenases, presentes somente em células
metabolicamente ativas. Desta forma, essa conversao somente ocorre em
células viaveis, consequentemente a quantidade de formazan produzido é
proporcional ao numero de células vivas na amostra.

Primeiramente, prepararam-se os reagentes envolvidos

no ensaio. A propor¢do do sal de XTT (Sigma-Aldrich Co., Germany)
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(Figura 7A), é de 1 mg para cada ml de PBS. Em seguida, foi preparada
0,00069 g de menadiona (Sigma-Aldrich Co., Germany) para cada ml de
acetona (Sigma-Aldrich Co., Germany).

Apods o preparo dos reagentes foi produzida uma solugéao
de XTT. Esta era constituida de 158 ul de PBS, 40 uyl do reagente
preparado de XTT e 2 yl do reagente preparado de menadiona.

Os meios condicionados foram removidos das placas de
96 pogos. Em seguida, foram colocados 200 pl da solugédo de XTT em
cada poco (Figura 7B).

Finalmente, as placas foram levadas a estufa por 3 horas
a 37 °C envolvidas em papel aluminio devido a sensibilidade da solugéo a
luz. Apos este periodo, foram levadas ao espectrofotdmetro (Asys Hitech
GmbH, Austria) para leitura dos resultados em comprimento de onda de
490 nm (Figura 7C).

Os valores de absorbancia foram normalizados pelo

controle e submetidos a analise estatistica.

Figura 7- A) frasco de XTT; B) placa apés colocagédo da solugdo de XTT; C) placa em
leitora de microplacas (espectrofotdmetro).

4.4 Ensaio de SRB

As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos. Em

cada poco foram cultivadas 1.000 células em meio a-MEM. Aguardou-se
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o periodo de 24 horas de incubacao em estufa 37 °C e 5% de CO,, para
coloca-las em contato com 200 uyl dos meios condicionados. Estes
permaneceram em contato com as células durante 1, 3 e 5 dias, e a cada
dois dias este meio foi trocado.

Em seguida, cada pog¢o contendo as células foi lavado
com 100 pl de PBS. Estas foram fixadas com 100 pyl de acido
tricloroacético 10% e mantidas em geladeira a 4 °C por 1 hora. A placa foi
lavada trés vezes em agua corrente e seca totalmente em estufa. Logo
apods, foi realizada a marcacdo das proteinas celulares com 100 ul da
solugédo de Sulforrodamina B (SRB) (Sigma-Aldrich Co., Germany), 0,4%
em acido acético 1% e esta mantida por 1 hora em temperatura ambiente
(Figuras 8A e 8B).

Os pocgos foram entédo lavados com acido acético 1% para
remogé&o do corante ndo ligado e novamente secos em estufa (Figura 8C).
Em seguida, houve a solubilizagdo do SRB ligado, com 100 pl de tris-base
10 mM. As placas foram agitadas (Figura 8E) até a completa dissolugao
do corante, e finalmente levadas a leitora de absorbancia em
espectrofotdbmetro a 570 nm (Figura 8F). Da mesma forma, os valores de
absorbancia foram normalizados pelo controle e submetidos a analise

estatistica.
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Figura 8 — A) e B) colocagéo do corante de SRB; C) lavagem com &acido acético 1%; D)
placas secas em temperatura ambiente; E) placas agitadas para dissolugdo do corante;
F) placa em espectrofotébmetro.

4.5 Atividade da Fosfatase Alcalina (ALP)

Apods o periodo de 7 dias de incubagado das células em
contato com os meios condicionados, a atividade da fosfatase alcalina
pdbde ser mensurada através do kit Alkaline Phosphatase Assay
Colorimetric (ABCAM, Cambridge MA, USA) (Figura 9A).

Primeiramente foram cultivadas 1.000 células, em placas
de 96 pocgos durante 7 dias. Apds este periodo as células foram lavadas
com PBS, e, em seguida, foram adicionados 80 pl da solugéo tampao de
ALP em cada pog¢o, seguida da raspagem da monocamada de células
presente no fundo dos pocos.

Posteriormente, foi preparada uma solugdo 5 mM de
pNPP (p-Nitrophenyl-phosphate), onde 2 tabletes de pNPP foram
dissolvidos em um tubo Falcon contendo 5,4 ml da solugdo tampao de

ALP. A combinacao foi agitada em voértex para haver melhor dissolugao
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do produto. Essa mistura foi preparada e mantida em gelo, até o momento
de sua utilizacdo. Cada poco contendo as amostras recebeu 50 pl da
solucao preparada de pNPP.

A placa foi fechada e envolta com papel aluminio,
incubando-a em estufa durante 60 minutos a 25 °C. Apds esse periodo,
foram adicionados 20 ul da solugédo de parada (stop solution 1 X 10 ml)
em cada pocgo. Durante a incubagao, a solugao de pNPP reagiu com a
ALP liberada pelas células, e a reacdo foi reduzida numa coloracao
amarela que pbde ser lida em espectrofotometro a 405 nm (Figura 9B).

Para o preparo da curva padrao diluiu-se 40 pl da solugao
5 mM de pNPP em 160 ul da solugado tampao de ALP para gerar uma
solucao de pNPP de 1 mM. Foram adicionados 0, 4, 8, 12, 16, 20 pyl em
cada poco, em duplicata para gerar 0, 4, 8, 12, 16, 20 nmol/po¢o de pNPP
padrao, e normalizagdo do volume final em 120 pl com a solugéo tampé&o.
Em cada pocgo contendo os padrbes, foram adicionados 10 pl da solugcao
de enzima ALP.

Os valores de absorbancia foram normalizados pelo
controle e submetidos a analise estatistica.

Figura 9 - A) Kit Alkaline Phosphatase Assay Colorimetric; B) placas finalizadas para
leitura em espectrofotdémetro.

4.6 Analise de formacdo de nodulos minerais (Ensaio de Alizarin
Vermelho)
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A anadlise visual de zonas de mineralizacdo na
monocamada de células foi realizada por meio do corante de alizarin
vermelho (Sigma Aldrich Co., Alemanha), com as células cultivadas em
placas de 24 pocos. Para isso foram plaqueadas e cultivadas 5.000
células por po¢co em 1 ml de meio a-MEM, durante trés dias.

Ap06s o crescimento celular e depois das células atingirem
uma conformacéao tecidual, aspirou-se o meio de cultivo de cada poco,
com o cuidado de nao aspirar as células do interior dos pocos.
Posteriormente foram aplicados 1 ml dos meios condicionados, contendo
os cimentos testados, em cada pogo. Estes permaneceram em contato
com as células durante 1, 7 e 14 dias. Os meios foram trocados a cada
trés dias.

Também foram confeccionados dois controles, controle
nao tratado (células em contato com meio puro) e controle tratado (células
em contato com meio osteogénico hMSC) (Lonza Group Ltd., EUA)
(Figura 10B), meio especifico que estimula a formacdo de nddulos de
mineralizagao pelas células.

Em seguida as células foram lavadas com 0,5 ml de PBS,
e fixadas com 0,5 ml de formaldeido 10% em temperatura ambiente
durante 15 minutos. Posteriormente, as células foram lavadas,
delicadamente, trés vezes consecutivas, com 0,5 ml de agua destilada,
durante 5-10 minutos cada lavagem, a fim de retirar a substancia fixadora
anterior.

Apds remover a agua, foram adicionados 0,25 ml da
solugdo do corante de alizarin vermelho em cada pogo (Figura 10A). A
placa foi incubada em temperatura ambiente por no minimo 20 minutos, o
excesso de corante foi removido e os pogos lavados quatro vezes com
0,5 ml de agua deionizada, agitando a placa suavemente por cinco
minutos em cada lavagem. Finalmente, foram adicionados 0,5 ml de agua

em cada pogo para prevenir a desidratagcédo celular (Figura 10C). Desta
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forma, a placa estava pronta para observacdo em microscopia de fase. As
células diferenciadas contendo zonas de mineralizagao foram coradas
pela solugao do corante de alizarin vermelho.

Este experimento foi realizado em duplicata para cada

material testado e também para os controles tratados e n&o tratados.

Figuras 10 - A) colocagdo do corante de alizarin vermelho sobre as células no interior
dos pogos; B) meio osteogénico; C) células lavadas e prontas para visualizagdo em
microscopio.

4.7 Anélise Estatistica

Os resultados obtidos em relagao a citotoxicidade foram
submetidos a analise estatistica descritiva (média e desvio padrao) e
inferencial, mediante o teste paramétrico de analise de variancia um fator
(ANOVA) e o teste de Tukey (p<0,05). A atividade de ALP também foi
analisada por ANOVA um fator (p<0,05), complementada pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Os dados foram submetidos a analise estatistica por meio
dos programas computacionais: Statistix9 (trial version) e GraphPad
PRISM (verséo 6.01).



5 RESULTADOS

5.1 Curva padrao de viabilidade e crescimento celular

De acordo com os resultados obtidos na curva padrao de
viabilidade e crescimento celular, realizada previamente, verificou-se que
a quantidade ideal de células a ser utilizada no plaqueamento é de 1.000
células por pocgo da placa de 96 pogos. O uso de maior numero de células
por pogo nao se justifica a medida que ja foi obtida uma boa absorbancia
com uma menor quantidade de células. Além disso, a utilizacdo de muitas
células por pogo poderia gerar uma confluéncia exagerada e, em seguida,
queda da viabilidade celular levando a falsos resultados.

5.2 Citotoxicidade

Apds 1, 3 e 5 dias dos meios condicionados em contato
com células, as placas foram levadas para leitura no espectrofotometro. A
estatistica descritiva dos resultados dos testes de citotoxicidade quanto a
sobrevivéncia celular (XTT) e densidade celular (SRB) estdo nas tabelas
1e?2.



Tabela 1 -
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Efeito da citotoxicidade dos materiais sobre as células

progenitoras, apds teste de XTT, os valores indicados sdo as médias de
absorbancia e entre parénteses, o desvio padrao

Tempg cJe Controle MTA Biodentine Hidré’xic_io de
Exposicao célcio
1 dia 1 1,1954 1,5062 1,2217
(0,0930) (0,2695) (0,2620) (0,2441)
3 dias 4,722 4,184 5,059 2,9507
(0,974) (0,471) (0,499) (0,3350)
5 dias 5,719 5,864 11,398 5,546
(0,826) (0,449) (1,934) (1,103)

Tabela 2 - Efeito da citotoxicidade dos materiais sobre as células

progenitoras, apds teste de SRB, os valores indicados sdo as médias de
absorbancia e entre parénteses, o desvio padrao

Tempg cJe Controle MTA Biodentine Hierxigio de
Exposicao célcio
1 dia 1 0,9427 1,318 0,86
(0,1654) (0,2702) (0,485) (0,391)
3 dias 4,306 3,883 6,389 5,035
(1,218) (1,106) (1,218) (1,037)
5 dias 21 14,42 25,58 20,5
(3,91) (2,162) (7,49) (7,5)
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A citotoxicidade dos extratos dos materiais bioativos foi
determinada nas células progenitoras apds os periodos de exposigcédo de
1, 3 e 5 dias utilizando-se os testes de XTT e SRB. O hidréxido de calcio
foi o material mais citotoxico, apesar desta diferenca ter sido significativa
somente apos trés dias do contato com as células, no teste de XTT
(Figura 11). Ja no teste de SRB o material mais citotoxico foi o cimento
MTA, sendo significativa esta citotoxicidade apenas para o periodo de 5
dias de exposi¢cao (Figura 13). A relacdo das células viaveis e de
densidade celular diante dos diferentes periodos dos materiais testados
apos realizagéo dos testes também estdo expressas nas figuras 12 e 14.

Unidades arbitrarias
(normalizadas pelo controle)

Figura 11 - Grafico de colunas (média * desvio padrao) dos valores de absorbancia apds
realizagdo do teste de XTT, segundo o tempo de contato entre as células e os meios
condicionados; asteriscos representam diferencgas entre os cimentos em cada periodo.
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Figura 12 - Resultados da sobrevivéncia celular (teste XTT) apés 1, 3 e 5 dias de
exposicao a diferentes materiais (MTA, hidréxido de calcio e Biodentine).

Unidades arbitrarias
(normalizadas pelo controle)

Figura 13 - Grafico de colunas (média * desvio padréo) dos valores de absorbancia apés
realizagdo do teste de SRB, segundo o tempo de contato entre as células e os meios
condicionados; asteriscos representam diferencas entre os cimentos em cada periodo.
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Figura 14 - Resultados da densidade celular (teste SRB) apds 1, 3 e 5 dias de exposigéo
a diferentes materiais (MTA, hidréxido de calcio e Biodentine).

O cimento Biodentine foi o mais biocompativel entre os
materiais testados, aumentando a viabilidade e proliferacdo celular
consideravelmente, sendo o resultado semelhante com o teste de
densidade celular (SRB). Por outro lado, o MTA demonstrou uma
citotoxicidade maior, em relagcao aos demais cimentos, para os periodos
de 3 e 5 dias, com reducao da densidade celular, observada com valores
meédios de absorbéancia de 3,883 e 14,420, respectivamente, no teste de
SRB.

Com os resultados obtidos e, relevando as diferencgas
estatisticas existentes entre os materiais e o grupo controle, foi possivel
observar que em ambos os testes de citotoxicidade, os cimentos
apresentaram um comportamento crescente tanto na proliferagcdo como
na densidade celular, com o decorrer dos periodos, havendo entdo um
padrao de similaridade entre os testes escolhidos.

Portanto, a influéncia dos materiais na forma de meios

condicionados, na sobrevivéncia celular pdde ser classificada da maior
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toxicidade para a menor seguindo-se com Ca(OH), > MTA > Biodentine
(XTT) e MTA > Ca(OH), > Biodentine (SRB). Embora, todos os
biomateriais tenham apresentado baixos indices de proliferacdo celular
apos o primeiro dia de contato, em ambos os testes.

Para testar a hipdtese de igualdade entre os diferentes
materiais foi realizado o teste de varidncia um fator (ANOVA). Com a
finalidade de observar quais biomateriais dentro de cada periodo
apresentaram diferencas estatisticas, foi aplicado o teste de Tukey (5%),

tanto para o XTT quanto para SRB, conforme descri¢do das tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Tukey (5%) para os cimentos dentro de cada periodo (teste
XTT)

Periodo Média Igualdade

Biodentine 1,5062 A
MTA 1 dia 1,1954 B
Ca(OH), 1,2217 B
Biodentine 5,0594 A
MTA 3 dias 4,1840 B
Ca(OH), 2,9507 C
Biodentine 11,398 A
MTA 5 dias 5,864 B
Ca(OH), 5,546 B

Periodos entre si ndo comparaveis. Letras iguais s&o auséncia de diferenca
estatisticamente significante e letras diferentes sédo diferengas significantes entre um
mesmo periodo.
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Tabela 4 - Tukey (5%) para os cimentos dentro de cada periodo (teste
SRB)

Periodo Média Igualdade

Biodentine 1,3179 A
MTA 1 dia 0,9427 AB
Ca(OH), 0,8600 B
Biodentine 6,389 A
MTA 3 dias 5,035 B
Ca(OH), 3,883 C
Biodentine 25,577 A
MTA 5 dias 20,502 AB
Ca(OH), 14,420 B

Periodos entre si ndo comparaveis. Letras iguais s&o auséncia de diferenca
estatisticamente significante e letras diferentes s&o diferengas significantes entre um
mesmo periodo.

5.3 Fosfatase Alcalina

A estatistica descritiva dos resultados do teste de ALP
quanto a atividade da enzima fosfatase alcalina estdo na tabela 5. Apos 7
dias do contato dos meios condicionados com as células, as placas foram

levadas para leitura no espectrofotometro.
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Tabela 5 - Atividade da ALP induzida pelos materiais sobre as células
progenitoras, os valores indicados sdo as médias de absorbancia e entre
parénteses, o desvio padrao

Tempg Qe Controle MTA Biodentine HIdI’O’XI(?IO de
Exposicao célcio
7 dias 1 1,444 1,2 2,437
(0,404) (0,453) (0,525) (0,939)

Apoés a realizacao do teste de ALP, foi possivel observar
que o cimento de Ca(OH), estimulou os maiores indices de atividade da
enzima fosfatase alcalina sobre as células progenitoras, sob as condi¢des
deste estudo. Este resultado foi estatisticamente significativo para o
periodo analisado em relagdo aos demais cimentos (Figura 15).

Com a finalidade de observar quais cimentos dentro do
periodo de 7 dias apresentaram diferengas estatisticas, foi aplicado o
teste de Tukey (5%), conforme descricdo da tabela 6 e figura 15.

Tabela 6 - Tukey (5%) para os cimentos apdés 7 dias do contato
células/meios condicionados (teste ALP)

Periodo Média Igualdade
Biodentine 1,2119 B
MTA 7 dias 1,4435 B
Ca(OH), 2,4373 A

Letras iguais sao auséncia de diferenca estatisticamente significante e letras diferentes
sdo diferengas significantes entre o mesmo periodo.
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UIALP /ug de proteina

Figura 15 - Grafico de colunas (média + desvio padrdo) dos valores de atividade de
fosfatase alcalina para o periodo de 7 dias, segundo o cimento testado; asteriscos
representam diferencas entre os cimentos no periodo.

5.4 Alizarin Vermelho

Ao observarmos sob o microscépio as células coradas
com a solugdo de alizarin vermelho, foi possivel verificar que todos os
materiais estimularam maior formac&do de ndédulos mineralizados a partir
do sétimo dia de contato com as células progenitoras, em relagao ao
grupo controle. Porém, o MTA foi o material que apresentou uma melhor
formacdo dessas estruturas mineralizadas, uma vez que para este
cimento, os nodulos se apresentaram de forma mais organizada e
homogénea (Figura 18). Contudo, tanto para o Ca(OH), quanto para a
Biodentine, o processo de mineralizacdo obtido se apresentou de forma
generalizada e maciga, abrangendo quase que a totalidade das células a

partir do sétimo dia de contato (Figuras 19 e 20).
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As figuras de 16 a 20 comprovam o processo de
mineralizagdo obtido apdés o contato dos materiais com as células
progenitoras em relagdo ao grupo controle nao tratado e ao grupo

contendo meio osteogénico.

Figura 16 - Imagens obtidas apds o ensaio do alizarin vermelho para o grupo controle (1,
7 e 14 dias, respectivamente; aumento de 40X).

Figura 17 - Imagens obtidas apds o ensaio do alizarin vermelho para o grupo do meio
osteogénico (1, 7 e 14 dias, respectivamente; aumento de 40X).

¥

Figura 18 - Imagens obtidas apds o ensaio do alizarin vermelho para o grupo do MTA (1,
7 e 14 dias, respectivamente; aumento de 40X).
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Figura 19 - Imagens obtidas apdés o ensaio do alizarin vermelho para o grupo da
Biodentine (1, 7 e 14 dias, respectivamente; aumento de 40X).

Figura 20 - Imagens obtidas apds o ensaio do alizarin vermelho para o grupo do Ca(OH),
(1, 7 e 14 dias, respectivamente; aumento de 40X).



6 DISCUSSAO

6.1 Ensaios de citotoxicidade

Para todos os ensaios realizados nesta pesquisa, foram
utilizadas células progenitoras previamente estabelecidas a partir de
cultura primaria da polpa dental de dentes deciduos esfoliados (SHED). A
razao da sua utilizacdo deve-se ao fato desse tipo celular apresentar
caracteristicas semelhantes as células do tecido original, porém com
menores alteragbes genéticas por ndo serem imortalizadas. Além, de
possuirem potencial reparativo em tecidos dentais e n&o dentais (Miura et
al., 2003).

As células foram utilizadas apenas até a sétima
passagem, porque de acordo com a caracterizagao da cultura realizada
por nossa equipe em trabalho prévio, a partir de passagens superiores
comegam a ocorrer alteragdes morfologicas e envelhecimento celular.

Em relagdo aos ensaios de citotoxicidade escolhidos,
alguns autores tém relatado bons resultados com células primarias
humanas quando realizado o teste MTT (Issa et al.,, 2008). No entanto,
em testes piloto prévios, o MTT revelou baixa absorbancia, em torno de
0.1 a 0.3 para o grupo controle, resultados ndo aceitaveis. Talvez essa
taxa reduzida de absorbéancia seja devido ao baixo numero de células
utilizadas em cada pogo. Porém, quando utilizamos a mesma quantidade
celular, o ensaio de XTT mostrou resultados de absorbancia maiores, em
torno de 0.4 a 0.8. Também foi relatada melhor absorbancia, por

(Scudiero et al., 1988), ao utilizar XTT em relagdo ao MTT em teste de
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citotoxicidade utilizando fibroblastos humanos, assim como em nossos
resultados.

Berridge et al. (2005) relataram que a reducgédo do sal
tetrazolium pode ocorrer em locais diferentes. O MTT primariamente é
reduzido no meio intracelular, enquanto o XTT na superficie celular. Além
disso, a redugdo do MTT n&o seria totalmente realizada pela enzima
succinil desidrogenase nas mitocéndrias, mas também estaria associada
com o citoplasma e membranas n&o mitocondriais, endossomos e
lisossomos. Esses fatores poderiam estar relacionados com as diferencas
encontradas em relagdo a absorbancia do MTT e XTT.

O XTT tém mostrado bons resultados em culturas
primarias de osteoblastos humanos (Scelza et al., 2012), em células da
gengiva humana (Reichl et al., 2006; Urcan et al., 2010; Van Landuyt et
al., 2012), polpa dental humana, células mesenquimais de medula 6ssea
e do ligamento periodontal (Schwarze et al., 2002).

Quando comparado ao MTT, e, em condigdes ideais, o
XTT oferece um grau elevado de sensibilidade, economia de tempo e
trabalho por eliminar a necessidade de solubilizar o formazan antes de
medi¢cdes de absorbancia (Roehm et al.,, 1991). No entanto, deve ser
associado a outra substancia como a menadiona para que seja melhor
absorvido pelas células e assim gerar boa absorbancia (Roehm et al.,
1991).

Em nosso estudo, também optamos pela realizagdo de
outro ensaio de citotoxicidade, o SRB, a fim de comprovarmos além do
metabolismo celular, gerado pelo XTT, valores de densidade celular
fornecidos pelo teste do SRB. Trata-se de um corante de coloragao rosa
brilhante que se liga a base dos aminoacidos de proteinas celulares em
condigdes ligeiramente acidas e que se dissocia em meio basico (Vichai,
Kirtikara, 2006). A ligacao que ocorre entre o corante e as células é
estequiométrica, e a quantidade de corante extraido das células coradas

€ diretamente proporcional ao total de proteinas e consequentemente
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pode ser correlacionada com o numero de células presente (Papazisis et
al., 1997; Vichai, Kirtikara, 2006). Este ensaio é de facil execugédo e
reprodutibilidade, podendo ser mantido em ambiente seco e guardado
para analises laboratoriais posteriores quando necessario (Nedel et al.,
2011).

A citotoxicidade dos biomateriais MTA, Biodentine e
Ca(OH), foi testada pelos ensaios de XTT e SRB em culturas de células
progenitoras da polpa de dentes deciduos. Nossos resultados mostraram
um aumento significativo do metabolismo celular para as células expostas
a Biodentine apos 5 dias de contato. Este fato também pdde ser
observado no ensaio de SRB para o mesmo periodo, indicando um
aumento do numero de células, em relagao ao grupo controle. O estimulo
dessa proliferagdo celular pode estar relacionado com a presenga do
silicato de tricalcio (CasSi0s), que € um dos principais componentes da
Biodentine. Esse constituinte ainda esta relacionado com o aumento da
proliferacdo, diferenciacdo e mineralizacido de células-tronco da polpa
humana (Zhao et al., 2005; Mizuno, Banzai, 2008).

A biocompatibilidade de componentes calcicos como o
silicato de calcio, silicato de dicalcio (Chen et al., 2009; Zhao et al., 2010)
e silicato de ftricalcio (Zhao et al., 2005) ja foi constatada em outros
estudos. A proliferacdo celular induzida pelos ions calcio e silicone foi
anteriormente hipotetizada (Valerio et al., 2009) e nossos resultados
confirmam essa hipoétese.

Porém, ambos o0s ensaios de citotoxicidade
demonstraram indices reduzidos de absorbancia para todos os materiais
testados apds o primeiro dia de contato com as células. Isto significa
baixos indices de densidade e proliferacdo celular depois do primeiro
periodo de estimulo. Essa reducao inicial da proliferagcdo e densidade
celular pode ter sido causada pelo numero reduzido de células colocadas
em cada pocgo, ou pela maior liberagdo de hidréxido de calcio pelos

materiais testados neste periodo (Leiendecker et al., 2012), evidenciada,
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pelo aumento de pH, que inclusive causou uma alteracdo de cor no meio
de cultura (Bin et al., 2012; Scelza et al., 2012; Zanini et al., 2012). Fato
este, ja observado com o MTA em culturas de fibroblastos e macrofagos
(Haglund et al., 2003). Porém, os materiais ndo foram citotoxicos neste
periodo, uma vez que apresentaram uma taxa de absorbancia
semelhante ao controle.

Da mesma forma, o Ca(OH), PA foi mais citotéxico (XTT),
quando comparado ao MTA e Biodentine, muito provavelmente pela maior
liberagdo dos ions hidroxilas (OH), tornando o meio mais alcalino que os
demais materiais, justificada pelo fato de sua composigdo ser
“praticamente” 100% de Ca(OH), (Huang et al., 2004). Outro estudo
também constatou uma citotoxicidade maior quando foi utilizado o
cimento de hidroxido de calcio (Dycal) e um aumento da producédo de
ROS em células da polpa humana (Camargo et al., 2009). Além disso,
durante o capeamento pulpar, e, devido ainda ao seu alto pH, a fina
camada de dentina que recobre a cavidade pulpar sofre necrose e a polpa
€ exposta a um processo inflamatério maior quando comparado aos
outros cimentos (Pitt Ford, 1980).

Desta forma a formacdo de dentina reparativa em
resposta ao Ca(OH), apds o capeamento pulpar, pode néo ser devido a
bioindutividade deste material, e, sim, um resultado do mecanismo de
defesa da polpa induzido pela natureza irritante do hidréxido de calcio
(Goldberg et al., 2003; Almushayt et al., 2006).

Nossos resultados mostraram que ambos os testes de
citotoxicidade apresentaram a mesma tendéncia e comportamento,
tornando nossos dados mais confiaveis. Uma vez que, aumentaram os
valores de absorbancia com o passar do tempo para todos os materiais
avaliados (Nedel et al., 2011). Esse desempenho semelhante indica que
os materiais tém auséncia de citotoxicidade e aumento da proliferagao e
da densidade celular quanto maior for o periodo de contato celular com os

meios condicionados.
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6.2 Fosfatase Alcalina

Frequentemente a atividade da fosfatase alcalina (ALP) é
avaliada por se tratar de um importante marcador da atividade de
osteoblastos (Garnero, Delmas, 1996; Magnusson et al., 1999). Ela é uma
glicoproteina presente na membrana plasmatica dessas células (Morris et
al., 1992), e possui importante papel no processo de mineralizagdo como:
hidrdlise de fosfatos ésteres organicos resultando numa alta concentragao
local de fosfatos inorganicos, facilitando a precipitagdo de fosfato de
calcio (Tagger, Tagger, 1989), destruigéo fisiolégica de fatores inibitorios
do crescimento celular como pirofosfato inorganico e adenosina trifosfato
através da atividade de hidrolases, e atua ainda no transporte de fosfato
inorganico e do calcio (Register et al., 1986). Por essas caracteristicas
sua presenca € indicativa de osteoblastos e consequentemente de
formacgao 6ssea (Huang et al., 2010).

A presenca de niveis elevados desta enzima parece ser
necessaria para iniciar o processo de mineralizacdo de tecidos
conjuntivos (Liu et al., 2005), uma vez que é responsavel pelo aumento
local de fosfato inorgénico para a nuclegéo dos cristais de hidroxiapatita
(Azari et al., 2008). Acredita-se ainda, que a fosfatase alcalina esteja
envolvida na sinalizagdo transmembrana, promovendo a formacado de
cristais na matriz extracelular e removendo inibidores de nucleag&o (Hui
et al., 1993). Beertsen et al. (1992), mostraram que a ALP esta envolvida
na indugcdo da deposigdo de hidroxiapatita em matrizes de colageno in
vivo. Além de participar dos processos de adesdo, migragcao e
diferenciacao de osteoblastos (Hui et al., 1993).

A atividade da fosfatase alcalina foi avaliada na cultura
celular por meio da liberacdo celular de p-nitrophenol apés 7 dias do
contato das células progenitoras com os meios condicionados. Apos a
realizacdo do ensaio, foi possivel observar que o Ca(OH), foi o material
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que mais estimulou a atividade desta enzima, alcangando o nivel de 2.5
de absorbancia em 7 dias, contrariando nossa hipotese experimental
inicial, que subestimou a acao deste material quanto ao processo de
mineralizagdo. Este resultado diferiu do obtido por Zanini et al. (2012),
onde no mesmo periodo, houve reducédo da taxa da atividade da ALP, em
torno de 0.05 de absorbancia. Talvez, a diferenga obtida, seja devido a
concentragdo utilizada de Biodentine em nosso estudo (2 mg/ml), no
trabalho de Zanini, a concentragao testada foi de 1 mg/ml. Este mesmo
trabalho também foi realizado num periodo menor (3 dias), diferindo de
nossa pesquisa que avaliou a Biodentine em até 7 dias. Além disso, a
andlise desse autor utilizou outra linhagem celular, (células pulpares
imortalizadas de murino (OD-21)).

Os outros cimentos (MTA e Biodentine) foram similares
entre si, porém, superiores, ao grupo controle. Provavelmente, o aumento
da atividade da ALP estimulada pelo Ca(OH), PA deve-se ao pH elevado
e consequente da dissociagao ibnica deste material no meio de cultura
(Estrela et al., 1995). E, possivelmente essa dissociagéo foi maior devido
ao fato da propria composi¢cao do Ca(OH), ser 100% hidroxido de calcio,

propiciando um meio mais alcalino e favoravel para a agcao desta enzima.

6.3 Alizarin Vermelho

Apesar de todos os materiais terem aumentado a
sobrevivéncia e proliferagao celular, isto ndo pode ser relacionado com a
funcionalidade das mesmas (Paranjipe et al., 2010), por isso optamos
também pela realizagdo de um teste que avaliasse a fung¢ao celular em
relacdo ao processo de mineralizagdo (alizarin vermelho) (Peng et al.,
2011).
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Considerando os resultados obtidos com o ensaio do
alizarin vermelho, ficou evidente que todos os materiais estimularam a
mineralizagcdo nas células progenitoras. Processo verificado,
principalmente, apds sete dias da estimulacdo induzida pelos cimentos.
Fato que n&o ocorreu no controle sem tratamento, onde nao foram
verificados sinais de mineralizagao (An et al., 2012). Laurent et al. (2012)
verificaram a ocorréncia da mineralizagao apés 2 dias de contato para os
mesmos cimentos, e apds 14 e 28 dias de contato, os focos de
mineralizagdo eram mais numerosos e de varios tamanhos (Estrela et al.,
1995). Os autores visualizaram focos morfologicamente semelhantes a
osteodentina.

Em nosso estudo, a mineralizagdo estimulada pelos
materiais Ca(OH), e Biodentine foi generalizada e muito evidente apos 7
dias de exposicao aos cimentos. Contudo a mineralizagao provocada pelo
cimento MTA foi visualmente menor, porém, composta de nddulos
mineralizados caracteristicos e bem organizados, semelhantes aos focos
de osteodentina descritos por Laurent et al. (2012).

Sob maior aumento, pudemos observar que muitas
células expostas ao MTA, estavam aprisionadas no proprio mineral
formado, e o0 mesmo foi evidenciado por Zanini et al., 2012, a respeito da
Biodentine. Porém, a biomineralizacdo deste autor foi somente avaliada
apds 5 dias, e, nossa pesquisa propés uma avaliagdo sob um periodo
mais longo (14 dias). Talvez, por isso, a diferengca entre os materiais,
considerando que ambos possuem em suas composicdes componentes
calcicos e silicatos.

Desta forma, a biomineralizagdo estimulada pelo MTA,
parece representar mais o processo de osteodentina do que a formacao
de dentina terciaria (reparativa). Entretanto esses achados devem ser
confirmados em outros estudos in vivo que permitam melhor descricao da

natureza do tecido mineralizado formado.



61

Ainda em estudo de Laurent et al. (2012), foram
verificadas particulas de Biodentine aprisionadas no tecido mineralizado
recém formado. Gandolfi et al. (2010) ressaltaram que as particulas de
Biodentine pareciam estar completamente integradas ao novo tecido e
suas estruturas, sugerindo que suas propriedades fisico-quimicas
poderiam promover o processo de mineralizagédo, como 0 que ocorre com
os cimentos a base de MTA. Laurent et al. (2012), também encontraram
particulas de Ca(OH), aprisionadas no interior de macréfagos
circundantes ao material, fato também verificado por Kitasako et al.
(2006).

Independente das morfologias minerais encontradas, o
processo de mineralizacdo obtido neste estudo foi muito importante, pois
se trata de um dos mecanismos essenciais para que ocorra o completo
reparo da polpa exposta (Kim EJ et al., 2013). Além disso, o depdsito de
mineral na matriz extracelular é considerado um estagio avangado do
processo de diferenciagdo odontoblastica sofrido pelas células pulpares
progenitoras (Jittapiromsak et al., 2010).

Diante dos resultados obtidos relacionados a
mineralizagao, podemos fazer uma correlagcdo com os niveis de atividade
de ALP. Uma vez que, apds a analise de sete dias, o nivel de atividade
desta enzima foi elevado para todos os cimentos, periodo este, que
coincidiu com o inicio do processo de mineralizacdo observado no ensaio
de alizarin vermelho. Essa informagao € condizente com a hipotese de
que esta enzima seja necessaria para iniciar a mineralizagao de tecidos
conjuntivos (Liu et al., 2005).

Nos ultimos cinco anos, o MTA foi considerado o material
de escolha para o capeamento da polpa. Nao obstante, apesar dos
resultados in vitro e clinicos, o MTA apresenta algumas desvantagens,
como o longo tempo de presa e a descoloragdo do elemento dental
devido a presengca em sua composigcdo de alguns oxidos (Maroto et al.,
2005).
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Resultados de alguns estudos revelaram que a Biodentine
apresenta uma boa capacidade de selamento e tempo de presa reduzido
em relagdo ao cimento de MTA (Villat et al., 2010). Estas informacgdes,
juntamente com os resultados obtidos em nossa pesquisa e demais
estudos, especialmente os resultados relacionados com a citotoxicidade e
biomineralizagdo, indicam que este material apresenta propriedades
superiores para se tornar um material de capeamento pulpar de escolha
em relacao aos demais materiais estudados.

Portanto, devido a suas vantagens (menor tempo de
presa, melhores propriedades mecanicas e facil manipulagdo), a
Biodentine pode ser considerada uma alternativa promissora em
detrimento de outros materiais capeadores, quando da inducdo da

regeneracgao e reparo do complexo dentino-pulpar (Zanini et al., 2012).



7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia utilizada e com os

resultados obtidos, péde-se concluir que:

a)

Todos os biomateriais foram biocompativeis, porém
a Biodentine foi o material que apresentou maiores
indices de viabilidade e densidade celular nos
testes de XTT e SRB, respectivamente;

O hidroxido de calcio PA foi o material que mais
estimulou a atividade de fosfatase alcalina no
periodo de sete dias;

Todos os materiais induziram a mineralizagdo no
teste de alizarin vermelho a partir do sétimo dia de
contato. Sendo que o Ca(OH), e Biodentine

apresentaram uma mineralizacao superior.
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