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Gomes LN. Resposta de células pulpares a biomodificacao do colageno pela acroleina
e seu efeito sobre a resisténcia maxima a tracao da matriz dentinaria e resisténcia da
unido resina-dentina. [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2020.

RESUMO

Objetivo: Investigar a citotoxicidade transdentinéria da acroleina (ACR) sobre células
pulpares e a resisténcia maxima a tragdo (RMT) da matriz dentinaria e resisténcia da
unido (RU) resina-dentina apds a biomodificagdo do coldgeno dentinario por esse
agente promotor de ligacdes cruzadas. Métodos: Discos de dentina (0,4 mm de
espessura) foram obtidos de molares humanos higidos e adaptados em camaras
pulpares artificiais. Células MDPC-23 foram semeadas na superficie pulpar desses
discos e a superficie oclusal foi condicionada com acido fosforico por 15s. Sobre a
dentina condicionada foi aplicado (n=9): agua deionizada (controle), ACR 0,02%,
0,01%, 0,005%, glutaraldeido 5% (GD) ou peréxido de hidrogénio 3%. Apds 60s, a
superficie foi lavada e as camaras foram incubadas por 24h. Foi avaliada a viabilidade
das MDPC-23 (alamarBlue) aderidas na parede pulpar dos discos e os extratos foram
aplicados em novas MDPC-23 e HDPCs (células da polpa dental humana) cultivadas
em placas de cultura. Apds 24h, essas células foram avaliadas quanto a viabilidade,
atividade de fosfatase alcalina (ensaio da timolftaleina), presenca de nédulos de
mineralizacao (Alizarin red) e expressao génica de ALPL, DSPP, MMP2, MMP9 e IL1B
(PCRQq). Vinte cinco molares adicionais foram seccionados para obter espécimes de
dentina (n=50) que foram completamente desmineralizados com &cido fosforico por
24h. Os espécimes de matriz dentinaria foram tratados por 60s com: agua, ACR
0,02%, 0,01%, 0,005% ou GD 5% e submetidos ao ensaio de resisténcia maxima a
tracdo. Por fim, superficies planas de dentina preparadas em 40 dentes foram
condicionadas com acido fosférico e tratadas por 60s com agua, ACR 0,01%, 0,005%
ou GD 5%, seguido de lavagem. Single Bond 2 foi aplicado seguido da construcao de
um bloco de resina, e apds 24h, foram obtidos espécimes (0,81 mm?2) para o0 ensaio
de microtracdo e analise de nanoinfiltracdo. Os dados foram submetidos aos testes
de ANOVA e Tukey (0=0,05). Resultados: Houve reducéao significante da viabilidade
das MDPC-23 semeadas no disco para a ACR 0,02%, ACR 0,01%, GD e peréxido em
comparacao ao controle. Entretanto, com excecdo do perdxido, a maior reducdo
observada foi de apenas 21% para o GD. Para ambas as linhagens celulares em
contato com os extratos, a ACR ndao interferiu negativamente na viabilidade, atividade
de ALP e deposicdo de nodulos. A expressdo génica de IL1B foi a Unica que ndo
sofreu influéncia das solugdes de tratamento da dentina. De maneira geral, a ACR
0,005% afetou a expressdo de um menor nimero de genes. A RMT da matriz de
dentina foi aumentada apods a biomodificagdo com ACR 0,02% e GD 5%. Contudo, a
biomodificagdo da dentina com ACR ou GD néo interferiu na RU imediata, sem
diferenca significante entre os grupos. A presenca de nanoinfiltragdo nas camadas
hibridas produzidas sobre a dentina tratada com ACR foi comparavel a observada na
dentina tratada com agua (controle). Conclusao: A aplicacdo da ACR sobre a dentina
condicionada ndo exerceu efeito tdéxico sobre células odontoblastéides e pulpares



humanas, entretanto, apenas a maior concentracéo (0,02%) foi capaz de melhorar a
resisténcia mecanica da matriz dentinaria. Por fim, a biomodificacéo do colageno pela
ACR nao exerceu influéncia na resisténcia de unido imediata a dentina.

Palavras-chave: Acroleina. Reagentes para ligacdes cruzadas. Dentina. Polpa
dentaria. Resisténcia a tracdo. Toxicidade.



Gomes LN. Response of pulp cells to dentin biomodification with acrolein and effect
on the ultimate tensile strength of the dentin matrix and the resin-dentin bond.
[dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.

ABSTRACT

Objective: To investigate the transdentinal cytotoxicity of acrolein (ACR) on pulp cells,
as well as the ultimate tensile strength (UTS) of the dentin matrix, and the strength of
resin-dentin bonds after dentin collagen biomodification with this cross-linker.
Methods: Dentin disks (0.4 mm thick) were cut from sound human molars and adapted
in artificial pulp chambers. MDPC-23 were seeded on the pulpal side of the disks and
the occlusal surface was etched with phosphoric acid for 15s. The etched dentin was
treated with (n=9): deionized water (control), 0.02%, 0.01%, 0.005% ACR, 5%
glutaraldehyde (GD), or 3% hydrogen peroxide. After 60s, the surface was rinsed, and
the chambers were incubated for 24h. The viability of MDPC-23 cells seeded on the
disk was assessed (alamarBlue) and the extracts were applied on new MDPC-23 and
HDPCs (human dental pulp cells) seeded in culture plates. After 24h, the viability of
the cells was investigated as well as the activity of alkaline phosphatase, presence of
mineralized nodules (Alizarin red) and ALPL, DSPP, MMP2, MMP9 and IL1b gene
expression (qPCR). Additional twenty-five human molars were sectioned to obtain
dentin specimens (n=50) which were completely demineralized in 10% phosphoric acid
for 24h. The specimens were treated for 60s with: water, 0.02%, 0.01%, 0.005% ACR
or 5% GD, and then submitted to a mechanical test to determine the UBS. Finally, flat
dentin surfaces prepared in 40 human molars were etched with phosphoric acid and
treated for 60s with water, 0.01%, 0.005% ACR, or 5% GD, followed by rinsing. Single
Bond 2 was applied, and a resin block was buildup. After 24h, the teeth were cut to
produce beam specimens (0.81mm?) submitted to the microtensile test and
nanoleakage analysis. Datasets were analyzed by ANOVA and Tukey tests (a=0.05).
Results: Significant viability reduction was seen for MDPC-23 seeded on the dentin
disks for 0.02%, 0.01% ACR, GD and hydrogen peroxide; however, except for the later,
the highest reduction was 21% for GD. Conversely, for both cell lines in contact with
the extracts, ACR did not interfere with cell viability, ALP activity, and the presence of
mineralized nodules. IL1b was the only gene expression not affected by the
treatments. Overall, the expression of a lower number of genes was affected by
0.005% ACR in comparison to the other treatments. The UBS of the dentin matrix was
significantly improved after the treatment 0.02% ACR and 5% GD. However, dentin
biomodification with these cross-linkers did not interfere with the immediate resin-
dentin bond strength. Presence of nanoleakage in hybrid layers produced on dentin
treated with ACR was comparable to dentin treated with water (control). Conclusion:
The application of ACR on etched dentin was not toxic to odontoblast-like and pulp
cells, however, only 0.02% ACR was able to increase the mechanical resistance of
dentin matrices. Lastly, collagen biomodification using ACR did not interfere with the
immediate bond strength to dentin.



Keywords: Acrolein. Cross-linking reagents. Dentin. Dental pulp. Tensile strength.
Toxicity.
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1 INTRODUCAO

A alta prevaléncia de carie e acometimentos traumaticos em elementos
dentais na populagcdo em geral, faz com que a demanda por tratamentos
restauradores seja altal?. A perda de tecido dental mineralizado é cumulativa ao
longo da vida do individuo, tendo em vista que esse tecido ndo é naturalmente
reposto. Estudos mostram que a longevidade de uma restauracdo de resina
composta na cavidade bucal varia em média, de 5 a 7 anos®“. Com isso, se faz
necessario o estudo de estratégias que possam promover um aumento dessa

longevidade, proporcionando tratamentos mais duradouros.

E importante considerar a evolu¢do da odontologia restauradora nas
tltimas décadas, entretanto, mesmo diante de muitos avancos, a estabilidade da
unido resina-dentina ainda é um desafio, sendo o objeto de muitos estudos®>’. A
camada hibrida é a estrutura mais importante no processo de adesao a dentina,
sendo responsavel pela retencdo do material restaurador, bem como pelo
selamento dentinario. A camada hibrida se forma pela infiltragdo dos componentes
do sistema adesivo por entre as fibrilas de colageno, expostas apds o
condicionamento acido®. No entanto, a infiltracdo da rede de colageno pelos
mondmeros do sistema adesivo ocorre de maneira incompleta, devido ao reduzido
espaco disponivel entre as moléculas de colageno que compdem as fibrilas e pela
impossibilidade de remocédo completa da Agua presente na matriz dentinaria e sua

substituicdo por monémeros resinosos®19,

A deficiéncia de infiltragdo, bem como a presenca de agua residual, a
qual viabiliza a separacéo de fases devido a diferenca de peso molecular e grau
de hidrofilia dos mondémeros que compdem um mesmo adesivo, favorecem a
manutencdo de coldgeno exposto na regido basal da camada hidrida®'13. O
coldgeno dentinario desprovido de reforco mineral ou polimérico fica entédo
susceptivel aos processos de degradacao hidrolitica e enzimatica*6, mediada por
metaloproteinases da matriz (MMPSs) e cisteinas catepsinas (CATS), as quais séo
endopeptidases residentes no tecido dentinario'”18, Considerando que as fibrilas
de colageno sdo responsaveis pela ancoragem do material restaurador ao
substrato dentinario, sua degradacao implica na perda de estabilidade da camada
hibrida ao longo do tempo”’:L.
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A resisténcia da camada hibrida aos processos de degradacédo € o
reflexo da resisténcia individual de seus componentes, polimero resinoso e
colageno®. Objetivando melhorar as propriedades mecanicas do colageno, tem
sido investigada a biomodificacdo dessa proteina com agentes promotores de
ligacdes cruzadas (cross-linkers)'®-?4. Dentre os cross-linkers mais investigados
estdo a carbodiimida (EDC), o glutaraldeido (GD) e as proantocianidinas (PA).
Esses agentes induzem a formacdo de ligacdes cruzadas exdgenas ou
secundérias que resultam na melhoria das propriedades mecanicas de resisténcia
maxima a tracdo e modulo de elasticidade do colageno e dos tecidos formados por
essa proteina?2>26, Essas novas ligacdes cruzadas sdo formadas no interior das
moléculas de colageno (intra-moleculares), entre essas moléculas (inter-
molecular) e entre fibrilas de colageno (inter-fibrilar)?®. Paralelamente, esses

agentes também séo potentes inibidores de MMPs e CATs?927,

Particularmente, o glutaraldeido tem demonstrado excelentes
resultados quando aplicado por periodos clinicamente viaveis, como 30 e 60
segundos. Em 30 segundos, esse cross-linker foi capaz de dobrar o médulo de
elasticidade da matriz dentinaria®! e de inibir em mais de 80% a atividade de MMPs,
mesmo quando incorporado em um primer contendo hidroxietili metacrilato
(HEMA)?8. O réapido efeito observado para o glutaraldeido estd provavelmente
relacionado ao tipo de reacdo quimica que esse agente estabelece com as
proteinas?®. O glutaraldeido induz ligagGes covalentes com grupamentos amina
(-NH2) de aminoécidos vizinhos, preferencialmente entre residuos da lisina e
hidroxilisina, e € incorporado nessas novas ligacdes. O consumo do glutaraldeido
ao longo da reacdo quimica pode explicar a auséncia de citotoxicidade desse
agente sobre células pulpares quando aplicado na dentina condicionada?20.

Recentemente, um novo aldeido foi investigado como agente
biomodificador do colageno dentinario, na concentracdo de 0,01 %v/v3l. A
acroleina € um aldeido insaturado altamente reativo, que esta presente no meio
ambiente, na dieta e em alguns processos fisiolégicos do organismo humano3®-34,
Além de néo interferir na resisténcia de unido imediata, a acroleina contribuiu para

a preservacdo da mesma ao longo de 12 meses>'.

Apesar dos agentes promotores de ligacdes cruzadas apresentarem

bons resultados para a manutencéo da unido resina-dentina ao longo do tempo*%2*-
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2426 & importante investigar seus efeitos sobre as células pulpares. Isto porque
estas substancias sdo aplicadas diretamente sobre a dentina, que por sua vez, é
um tecido com alta densidade de tubulos preenchidos pelo fluido dentinario, os
quais atuam como canais difusores de substancias em direcéo a polpa, podendo

evocar uma resposta por parte das células constituintes deste tecido.

Até o presente momento, e que seja de conhecimento dos autores desse
trabalho, o estudo de Maravic et al.3! (2018) é o Unico publicado sobre o efeito da
acroleina na resisténcia da unido resina-dentina. Ademais, ndo h& evidéncias na
literatura acerca de sua toxicidade sobre células de origem pulpar nem do seu
efeito sobre a resisténcia maxima a tracao da matriz dentinaria. Portanto, para que
a acroleina possa ser seguramente incorporada aos processos de adesdo a
dentina, é relevante investigar seu potencial toxico sobre células da polpa dentaria

e 0 seu efeito sobre o colageno que constitui o tecido dentinario.
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2 PROPOSICAO

2.1 Proposicao Geral

Investigar a citotoxicidade transdentinaria da acroleina sobre células pulpares,
assim como a resisténcia maxima a tracdo da matriz dentinaria e resisténcia da uniao
resina-dentina apés a biomodificacdo do colageno por esse agente promotor de

ligacdes cruzadas.

2.2 Proposicdes Especificas

A. Determinar a viabilidade celular, atividade de fosfatase alcalina, presenca de
nodulos mineralizados e expressao génica de células odontoblastoides
imortalizadas e células da polpa dental humana em resposta a aplicacdo de
diferentes concentracdes de acroleina sobre a dentina condicionada com acido

fosforico;

B. Avaliar a resisténcia maxima a tragdo da matriz dentinaria biomodificada pelas

diferentes concentracfes de acroleina;

C. Avaliar a resisténcia imediata da unido resina-dentina apés a biomodificacao
do colageno dentinario por diferentes concentragdes de acroleina seguido da

aplicagcdo de um sistema adesivo convencional simplificado;

D. Analisar a presenca de nanoinfiltracdo na camada hibrida formada sobre a

dentina biomodificada pela acroleina.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Este capitulo contempla os artigos utilizados como fonte cientifica para
respaldar a realizagao do presente trabalho, e abrange uma breve revisédo dos temas:
(3.1) Complexo Dentino-Pulpar e Caracteristicas do Tecido Dentinario (3.2)
Composicdo da Matriz Dentinaria, (3.3) Unido Resina-dentina e mecanismos de

degradacéo da camada hibrida e (3.4) Biomodificacdo do colageno dentinario.

3.1 Complexo Dentino-Pulpar e Caracteristicas do Tecido Dentinério

O tecido pulpar e o tecido dentinario compartiham a mesma origem
embrionaria, a papila dental, e consequentemente caracteristicas relacionadas a
eventos fisiol6gicos e patolégicos®. No processo de formacdo da dentina, apds a
diferenciacéo de células ectomesenquimais em odontoblastos, tem inicio a sintese e
secrecdo de matriz organica, seguido pela deposicdo mineral que provoca um
deslocamento centripeto dos odontoblastos aproximando-os e culminando com a
formacdo da camada odontoblastica®63’. Ao passo que esse deslocamento celular
ocorre, 0 prolongamento citoplasmatico das células permanece e ao seu redor se
formam os tabulos dentinarios6-37,

O carater tubular do tecido dentinario faz dele uma estrutura permeéavel. Os
tubulos dentinérios abrigam os prolongamentos odontoblasticos, e séo repletos de
fluido dentinario, através do qual ocorre a difusédo de produtos téxicos até a polpa3°3,
A taxa do transporte difusional de materiais aplicados sobre a dentina até a polpa é
altamente dependente da espessura e condutancia hidraulica da dentina, isso porque
0 numero e o didametro dos tubulos dentinérios varia de acordo com a espessura de
dentina, sendo de aproximadamente 15.000/mm? na superficie, com diametro em
torno de 0,8 um, e de 65.000/mm? em areas mais proximas a polpa, com diametro de
até 3 umss.

Em condi¢gbes naturais existe um equilibrio entre a taxa de produtos que
conseguem difundir até a polpa e que sdo eliminados por fatores protetores inerentes
ao organismo como a prépria pressao e microcirculacédo pulpar®®38, A pressao pulpar
por si s6 é capaz de reduzir em 50 a 60% a difusdo de produtos téxicos a polpa. Além
disso, o fluido contém proteinas plasmaticas (albumina, globulinas) que podem se
ligar ou aglutinar componentes advindos de materiais exercendo também um papel

protetor3®38,
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A dentina € o tecido que esta presente em maior volume no elemento dentario,
sendo que 40-45% deste volume é formado por matéria inorganica, 30% por matéria
organica e 20-25% por agua®®. A porcéo inorganica é composta por cristais irregulares
de hidroxiapatita em forma de placa, com dimensfes aproximadas de 100 nm de
comprimento, 30 nm de largura e 4 nm de espessura, que se situam internamente as
fibrilas de colageno (intrafibrilares) ou entre elas (extrafibrilares)*®. Na regido
interfibrilar, o longo eixo desses minerais acompanha as cadeias poliméricas que
compde as fibrilas e moléculas de colageno*!, sendo um arranjo fundamental para o
estabelecimento das propriedades mecéanicas do colageno dentinario*?. A natureza
organica e umidade intrinseca faz da dentina uma estrutura mais complexa que o
esmalte, com repercussdo direta no processo de unido substrato/material

restaurador’.

3.2 Composicao da Matriz Dentinaria

Dentre os 30% de matéria organica que compde a dentina®, noventa porcento
corresponde a colageno do tipo | e 10% a proteinas ndo colagenosas, como a
sialofosfoproteina dentinaria (DSPP), a sialoproteina dentinaria (DSP), a fosfoproteina
dentinaria (DPP), as proteinas da matriz dentinaria 1,2,3 (DMP1, DMP2, DMP3), as
proteinas morfogenéticas dentinarias (osteopontina, osteonectina, osteocalcina),
proteoglicanos, proteinas séricas e proteases (metaloproteinases da matriz e cisteinas
catepsinas)*®43. De maneira geral essas proteinas atuam sinergicamente regulando o

processo de deposicdo mineral na dentina3?:40:4445,

3.2.1 Proteases dentinarias

As proteases dentindrias, assim como de outros tecidos, tem o potencial de
degradar componentes da matriz extracelular (MEC), incluindo o colageno, e tém sido
diretamente implicadas no processo de degradacdo da camada hibrida®%14-16,
Portanto, essas proteases sao de especial interesse na area da odontologia
restauradora adesiva. Também denominadas de endopeptidases, essas proteases
sdo essenciais para a remodelacdo da matriz dentinaria durante o processo de
dentinogénese, seja ele resultante de um estimulo fisiolégico ou patologico. Contudo,
ficam aprisionadas em estado latente no tecido dentinario a medida que ocorre a

mineralizacdo da matriz?.
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Diante de processos que envolvem a dissolucdo do conteddo mineral da
dentina, como por exemplo o processo de carie ou o condicionamento acido realizado
durante procedimentos restauradores adesivos, essas enzimas séo liberadas e, uma
vez ativas, atuam degradando o colageno na sua forma nativa ou desnaturadal#4.

Duas classes de proteases fazem parte da matriz organica da dentina, as
metaloproteinases da matriz (MMPSs) e as cisteinas catepsinas (CATs). As MMPs sao
uma classe de endopeptidases dependentes de ions Ca* e Zn**. Enquanto o calcio
é fundamental para que a enzima mantenha a sua conformacao estrutural, o zinco é
essencial para que essas enzimas exercam a sua acao catalitica de quebra de
ligacdes peptidicas, e esta localizado no seu sitio ativo*®. Na dentina humana ja foram
identificadas, até o momento, a colagenase MMP-8%, as gelatinases MMP-2 e MMP-
951, a matrilisina MMP-7%2 e a enamelesina MMP-20%3. Contudo, sabe-se que as MMP-
2 e -9 sdo as mais estudadas no que se refere ao processo de degradacao da camada
hibrida®4>".

As CATs representam outra classe de endopeptidases que, assim como as
MMPs, tem a capacidade de degradar componentes da MEC, especialmente coldgeno
tipo I, laminina, fibronectina e proteoglicanos®°, Atualmente sdo conhecidos 11
membros deste grupo de proteases (B, C, F, H, K, L, O, S, V, W, X), que apresentam
em comum na sua estrutura um sitio ativo formado por residuos de Cys (cisteina) e
His (histidina), aminoacidos fundamentais para sua atividade proteolitica®’.
Atualmente foram identificadas na dentina as catepsinas B e K®. A co-distribuicdo
das CAT-K, CAT-B e MMPs na dentina humana sadia foi demonstrada por meio de
imunohistoquimica!®. Entretanto, nesse tipo de substrato, a atividade enzimatica de
quebra do colageno por MMPs parece ser dominante sobre a atividade enzimatica
das CATs®.

3.2.2 Colageno tipo |

A matriz da dentina é composta majoritariamente por colageno tipo |, embora
haja tracos dos tipos Il e V1139 63 A molécula de colageno tipo | tem uma forma de
bastdo com 300 nm de comprimento e 1,5 nm de diametro, formada por trés cadeias
polipeptidicas, sendo duas al e uma a2. Essas cadeias apresentam uma sequéncia
repetida de trés aminoacidos, geralmente Glicina (Gly)-Xxx-Yyy, em que Xxx
normalmente é uma prolina e Yyy uma hidroxiprolina (Figura 1)%4%. Essas cadeias

sofrem um processo de torcdo em torno de um eixo central, no sentido horéario, de
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modo a formar uma estrutura conhecida por super hélice de colageno, com os
residuos de glicina das cadeias voltados para o centro dessa estrutura®4®’. Esses
residuos, por serem moléculas pequenas, permitem a compactacdo das cadeias na
regido central, as quais mantem-se unidas por meio de forcas de Van der Waals e
ligacdes de hidrogénio®?%5, Dessa forma, a molécula de colageno apresenta trés
dominios: a regido central da tripla hélice, a regido aminoterminal ndo helicoidal (N-
telopeptideo) e a regido carboxiterminal (C-telopeptideo), também nao helicoidal
(Figura 2)68-70,

Figura 1 - Representacdo da molécula de colageno
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Formada por duas cadeias peptidicas al e uma cadeia a2 entrelagadas em si. Um terco dos
aminodacidos que compdem as cadeias é representado pela triade Glicina (Gly)-Xxx-Yyy, onde
Xxx é frequentemente uma prolina e Yyy uma hidroxiprolina. A molécula de colageno tem
cerca de 300 nm de comprimento e 1,5 nm de diametro.

Fonte: Seseogullari-Dirihan et al ¢ (2016).

O processo de fibrilogénese tém inicio quando os dominios terminais sao
clivados por peptidases especificas denominadas pro-colageno peptidases, dando
origem ao tropocolageno (ou molécula de colageno)’t. Assim, as moléculas de
coldgeno estabelecem ligagbes cruzadas enddgenas (cross-links) a nivel intra e
intermolecular, a fim de manter a estrutura molecular e fibrilar®® 7!, Essas ligacGes

cruzadas endogenas sdo responsaveis pela estabilidade, viscolasticidade e
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resisténcia mecanica do colageno, e, consequentemente, dos tecidos formados por

essa proteina’.

Figura 2 - Dominios da molécula de colageno
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A regido central da tripla hélice, e as regiées aminoterminal (N-telopeptideo) e carboxiterminal
(C-telopeptideo), ambas nado helicoidais. Os pro-peptideos N-terminal e C-terminal sdo
clivados por enzimas especificas (pro-coldgeno peptidases) para dar origem ao colageno
maduro ou tropocolageno.

Fonte: reproduzido de Fan et al.”® (2012)

No processo de adesdo de materiais poliméricos a dentina, essas fibrilas sao
constituintes fundamentais da camada hibrida®, e esse biocomposto, por sua vez,
exerce as funcbes primordiais de retencdo do material e selamento da dentina.
Contudo, sabe-se que existem regides da camada hibrida nas quais as fibrilas de
coldgeno ndo sdo protegidas pelo polimero resinoso, e, portanto, permanecem

expostas!® e susceptiveis aos processos de degradacao hidrolitica e enzimética?®.

3.3 Unido resina-dentina e mecanismos de degradacdo da camada hibrida

A caracteristica organica e umidade proprias do tecido dentinario, tornam a
adesao a esse substrato um processo desafiador. Desde 1982, sabe-se que a uniédo
resina-dentina é estabelecida por meio da formacédo da camada hibrida®. Muitos
estudos tém avaliado esta estrutura e contribuido para a compreensao de sua
dinamica de estabelecimento e manutencédo em longo prazo't127374 Especialmente

nas ultimas duas décadas, tem sido demonstrado que a degradacdo da camada
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hibrida ocorre independentemente da categoria do sistema adesivo utilizado, ou seja,
convencional ou autocondicionante®27> e que este processo ocorre basicamente em
duas frentes (1) a clivagem do colageno exposto (degradacdo enzimatica) e (2) a
hidrélise da porcéo resinosa da camada hibrida (degradacéo hidrolitica)®12.

A infiltragéo incompleta da rede de colageno por mondmeros adesivos!t13.76-79,
€ consequéncia do reduzido espaco disponivel para receber o adesivo entre as
moléculas de colageno que compdem as fibrilas®. Segundo os autores, a falta de
espaco se deve a dois fatores principais: 1) a presenca de moléculas de agua livres e
também ligadas ao colageno desmineralizado e 2) ao empacotamento denso do
colageno?®. Esta infiltracdo deficiente somada a presenca de agua e a separacdo de
fases promovida pela diferenca de peso molecular e grau de hidrofilia dos monémeros
que compdem um mesmo adesivo, favorece a manutencdo de colageno exposto na
camada hibrida (especialmente em sua base) e gera uma porcdo resinosa mais
instavel (Figura 3)8:12.80,

Figura 3- Representacao da infiltracdo incompleta do adesivo na matriz de coldgeno
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A figura mostras as areas pobremente infiltradas e saturadas com agua (setas) e uma area
de colageno desmineralizado que permanece exposto na base da camada hibrida.

Fonte: Modificado de Betancourt et al., 20198°

O colageno dentinario desprovido de reforgo mineral ou polimérico exposto na
camada hibrida esta susceptivel aos fendbmenos de degradacdo que acometem a
unido resina-dentina’8%81, O processo de degradacdo enzimética do colageno é

mediado pela acdo de MMPs e CATSs, que respondem, em conjunto, pela atividade
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proteolitica da dentina, e sdo responsaveis por aproximademente 43% da degradacao
total da interface de unido!’'8. Embora tenha sido demonstrada a co-ocorréncia e
distribuicdo in situ de MMPs e CATs na dentina, a maior parte da atividade proteolitica
desse substrato € exercida pelas MMPs, sendo sugestivo que essa classe de
proteases desempenha um papel mais relevante na degradacdo da camada hibrida*®.

Além do processo de degradacdo enzimatica, € importante apontar um outro
evento que contribui para a degradacdo da camada hibrida, a hidrélise da porgéo
resinosa. Trata-se de um processo que envolve a quebra de ligacdes entre os
polimeros mediante a adicdo de uma molécula de agua por enzimas denominadas
esterases®. Esse fendmeno tem implicacdes clinicas significativas sobre a
longevidade das restauracdes tendo em vista que a degradacéo favorece a perda de
selamento marginal, contribuindo para a hipersensibilidade dentinaria, a pigmentacéo
marginal e o desenvolvimento de lesdes secundarias de carie.

A biomodificacdo do colageno dentinério por agentes promotores de ligacdes
cruzadas tem sido considerada uma estratégia valida para aumentar a longevidade
da unido resina-dentina. Além de n&o interferir com a resisténcia de unido imediata de
sistemas adesivos a dentina, interfaces produzidas sobre a dentina biomodificada
apresentam melhor desempenho mecéanico e estabilidade estrutural em longo prazo

do que interfaces produzidas pela técnica de adesdo Umida convencionalt®20.85,

3.4 Biomodificacdo do Colageno Dentinario

Neste topico serdo abordados os Agentes promotores de ligagBes cruzadas
(3.4.1), o Efeito da biomodificacdo nas propriedades mecanicas do colageno e na
longevidade da unido resina-dentina (3.4.2) e a Resposta de células pulpares aos

agentes promotores de liga¢des cruzadas (3.4.3).

3.4.1 Agentes promotores de ligagfes cruzadas

Os agentes promotores de ligagBes cruzadas (cross-linkers) sdo substancias
capazes de induzir a formacéo de novas ligacbes cruzadas (exdégenas ou secundaria).
Na matriz dentinaria, essas novas ligacbes ocorrem no interior das moléculas de
colageno (intramoleculares), no interior das fibrilas de colageno (intrafibrilares ou
intermoleculares) e entre as fibrilas (interfibrilares), melhorando suas propriedades

mecanicas e sua resisténcia a degradacao hidrolitica e enzimatica'*82. Da mesma



Lays Nobrega Gomes Dissertacdo Mestrado - 26 -

forma, esses agentes induzem a formacéao de ligacGes cruzadas em outras proteinas
dentinéarias, incluindo as MMPs e CTAs, e, portanto, sdo considerados potentes
inibidores dessas proteases?’20668 O aumento do nimero de ligagGes cruzadas
limita a motilidade molecular da protease e, consequentemente, impede ou dificulta
sobremaneira o acoplamento do seu sitio ativo ao substrato (no presente contexto, as
moléculas de colageno) para que possa exercer seu papel de clivagem?&87,

Dentre vérios, os cross-linkers mais investigados sdo as proantocianidinas
(PA), a carbodiimida (1-Etil3-[3-dimetilaminopropil] hidroclorito de carbodiimida ou
EDC) e o glutaraldeido. As PAs séo polifendis, da classe dos flavonoides, oriundos de
diversas fontes naturais; entretanto, a maioria dos estudos na area da Odontologia
adesiva utiliza o extrato produzido a partir da semente da uva Vittis Vinifera, a qual
contém 95% de PAs?7:66.88-90 Essa substancia quando aplicada sobre a dentina induz
a formacéao de ligacGes covalentes, idnicas e de hidrogénio, estabilizando a matriz® e
inibindo proteases dentinarias?’66.8%%0 De maneira interessante, essa substancia
apresenta  propriedades anti-inflamatoria, antiapoptética, antioxidante e
antimicrobiana®:. Além disto, recentemente foi demonstrado o potencial bioativo
transdentinario e direto dessa substancia sobre células da polpa dental humana®2. No
entanto, apesar das propriedades benéficas, e dos resultados promissores, a PA tem
uma coloracdo acastanhada que pigmenta a dentina, podendo influenciar
negativamente na estética final da restauracao.

A carbodiimida (EDC) é um cross-linker sintético que vem sendo utilizado na
area meédica para reparo articular, sendo incorporada ao acido hialurdénico na técnica
de viscossuplementacdo, e para o0 desenvolvimento de scaffolds atuantes na
regeneracdo tecidual em geral®®. Bons resultados tém sido observados quando da
aplicacéo do EDC por periodos clinicamente viaveis (30 ou 60 segundos), quanto a
melhoria das propriedades mecéanicas da dentina coronaria e radicular e inibicdo de
MMPs19-21.54.94.95  Egsg substancia é capaz de ativar o grupamento carboxila dos
residuos dos acidos glutdmico e aspartico que estdo presentes nas cadeias
polipeptidicas das proteinas, formando cross-links sem grupos reativos residuais®.

O glutaraldeido € um dialdeido saturado utilizado para fixagdo de tecidos, o
qgual tem sido aplicado no campo biomédico como agente cross-linker, atuando na
melhora da integridade estrutural e estabilidade de biomateriais a base de colageno,
como valvulas cardiacas, enxertos vasculares e pele artificial implantada in vivo”-°"

100 O glutaraldeido também vem sendo investigado como coadjuvante nos
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procedimentos restauradores adesivos como potencial agente cross-linker?2:101,102,
Quando aplicado sobre a matriz dentinaria em periodos clinicamente viaveis, como 30
e 60 segundos, esse agente aumenta a sua rigidez por meio da biomodificagédo do
colageno?!, promove a remineralizacédo das fibrilas de colageno 1°%, além de reduzir
significantemente a atividade proteolitica geral da dentina, por meio da inibicdo de
MMPs?°, Entretanto, o glutaraldeido ainda é temido quanto ao seu potencial téxico,
embora existam estudos in vitro que refutem tal toxicidade sobre células pulpares30:103,
O uso da acroleina como possivel agente promotor de ligacdes cruzadas foi
proposto pela primeira vez por Maravic et al. (2018)3!. Nesse estudo, a acroleina
0,01wt% foi capaz de preservar a estabilidade da unido resina dentina por um ano,
assim como reduzir a atividade proteolitica da dentina em cerca de 43%. A acroleina,
também denominada de 2-propenal, € o mais simples dos aldeidos insaturados
(Figura 4). Trata-se de um composto altamente eletrofilico e reativo devido a presenca
dos grupamentos vinil e aldeido conjugados3?1%4. A formacgdo de cross-links no
coldgeno promovidos pela acroleina pode ser explicada por duas vias, a formacgéo de
base de Schiff que ocorre devido ao ataque nucleofilico de grupos aminoterminais de
residuos de lisina na estrutura proteica ou pela adicdo de Michael em que ocorre a
adicdo de grupos amino a dupla ligages encontradas na molécula de acroleinal®,
Do ponto de vista de fontes provedoras, por muito tempo a acroleina esteve
associada a poluicao antropogénica, visto que é gerada em processos de combustao
(fumaca de cigarro e queima de biocombustiveis)34. Além disso, também esta
presente na dieta quando gorduras animais ou vegetais, carboidratos e aminoacidos
sdo aquecidos em alta temperatura®41%. Entretanto, recentemente foi demonstrada a
presenca dessa substancia de maneira natural, em um ambiente inexplorado pelo
homem, sendo associada a decomposicdo de folhas de algumas espécies de
arvores'®, No organismo, essa substancia também estd presente em baixas
concentracbes na saliva humana, e ainda no metabolismo enddgeno, como a
peroxidacdo lipidica, catabolismo das poliaminas e a sintese dos aminoacidos

metionina e treonina34.105.107
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Figura 4- Estrutura quimica e propriedades da acroleina

H O Formula molecular C3H404
I I | Massa molar 56.064 g.mol*
Aparéncia Liquido incolor ou
H N C H levemente amarelado
| Densidade 0.839 g/mL
H Solubilidade em agua | Apreciavel (>10%)
Pressao de vapor 210 mmHg

Fonte: Wikipédia, a enciclopédia livre.

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, a
principal fonte de exposicéo a acroleina é a atmosfera, a qual contém, em média, 14,3
ng/m3 desse dialdeido (CAS Nr. 107-02-8, 2003)'%8, e a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS)® considera 0,0075 mg/kg como a ingestdo diaria toleravel da
acroleina. Essas informacgfes suportam, do ponto de vista toxicologico, o uso da
acroleina como coadjuvante no processo de adesédo a dentina, desde que em baixas

concentracoes.

3.4.2 Efeito da biomodificacdo nas propriedades mecéanicas do colageno e na
longevidade da unido resina-dentina

A dentina mineralizada apresenta uma rigidez (médulo de elasticidade) de
aproximadamente 20 MPa, o que confere a esse substrato uma alta resisténcia a
compressao!l, Entretanto, a remocdo do seu contetido mineral, como ocorre apos o
condicionamento com &cido fosforico, reduz drasticamente essa propriedade
mecanica. A dentina desmineralizada apresenta médulo de elasticidade de apenas 1
MPa, e, portanto, deve ser mantida Umida para evitar o colapso das fibrilas de
colageno!’®, Como resultado do aumento do niimero de ligacGes cruzadas induzidas
pela aplicagéo de cross-linkers sobre a dentina desmineralizada, ocorre um aumento
das propriedades mecanicas do colageno?110.111  tornando essa proteina mais
resistente a degradacdo’®'!?. Portanto, alteracdes do moédulo de elasticidade da
matriz de dentina podem ser interpretadas como maior ou menor susceptibilidade

desse substrato aos mecanismos de degradacéo!*©.
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A aplicacao de 10% glutaraldeido sobre espécimes de dentina desmineralizada
aumentou o modulo de elasticidade do colageno em cerca de 123% quando aplicado
por 30 segundos e em 265% quando aplicado por 60 segundos?'. Da mesma maneira,
o tratamento com EDC resultou em aumento da rigidez da matriz dentinaria, porém
em proporcoes inferiores as observadas ap6s o uso do glutaraldeido?. A avaliacéo in
situ do modulo de elasticidade da camada de dentina condicionada também permitiu
verificar aumento significativo apdés o tratamento com EDC por 60 segundos?0.

A resisténcia maxima a tracdo (RMT) € uma das propriedades mecéanicas que
permitem investigar o efeito de diferentes tratamentos sobre o colageno. Bedran-
Russo et al. (2010)!° observaram um aumento significativo na RMT de espécimes
tratados com EDC (29,5 MPa) em comparacdo com espécimes tratados apenas com
agua (5,2 MPa), assim como maior resisténcia dos espécimes tratados com EDC a
degradacdo pela colagenase de origem bacteriana. A RMT da matriz dentinaria
também foi significantemente aumentada apds o tratamento com dois extratos ricos
em proantocianidinas, um obtido da semente de uvas (GSE, grape seed extract) e
outro da semente do cacau. Os espécimes tratados com agua apresentaram uma
RMT de cerca de 12 MPa, enquanto espécimes tratados com os extratos da semente
de uvas e cacau, apresentaram RMT de 19,5 MPa e 16,3 MPa, respectivamente. Esse
aumento na RMT tornou os espécimes tratados com 0s cross-linkers resistentes a
degradacdo pela colagenase, enquanto o0s espécimes nao tratados foram
completamente degradados®°.

O aumento da rigidez da molécula de colageno dificulta sobremaneira a sua
clivagem pelas proteases dentinarias. O diametro da molécula de colageno é de 1,5
nm (Figura 1), enquanto a abertura do sitio ativo das MMPs e CTAs é de
aproximadamente 0,5 nm. Assim, para que essas proteases possam degradar o
colageno, elas precisam inicialmente separar e clivar individualmente cada uma das
cadeias polipeptidicas que constituem essa proteina®. Consequentemente, o
colageno exposto nas camadas hibridas produzidas sobre a dentina biomodificada é
mais resistente aos processos de degradacao e, portanto, essas camadas sao mais
estaveis longitudinalmente.

A biomodificagao da dentina condicionada com produtos comerciais contendo
glutaraldeido foi capaz de reduzir a taxa de degradacéao da camada hibrida apods seis
meses?3, Cittal®? (2019) utilizou a mesma metodologia para avaliar a estabilidade de

unides produzidas apos a biomodificacdo do coldgeno dentinario por GSE 5%,
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solucéo de glutaraldeido 5% e Gluma Desensitizer. Apés um ano de envelhecimento
foi verificado, para os grupos que receberam tratamento com o0s cross-linkers
avaliados, que os valores de resisténcia de unido se mantiveram estaveis e também
houve reducédo na atividade proteolitica evidenciada no teste de zimografia in situ92,

Estudos avaliaram o potencial do EDC a 0,5 M?2 ou 0,3 M® quando aplicado
por 60 segundos sobre a dentina condicionada. Foi verificado que, independente da
concentracéao utilizada, esse cross-linker se mostrou efetivo quanto a manutencao da
estabilidade da unido resina-dentina. Scheffel et al?>. (2015) confirmaram estes
achados no teste de nanoinfiltracdo no qual um menor nimero de ions prata foram
identificados nas interfaces produzidas apés a biomodificagdo com o EDC. Mazzoni
et al (2018)% identificaram ainda uma inativacdo quase completa da atividade
gelatinolitica da dentina apds o tratamento com este cross-linker.

Quanto a acroleina, alvo de investigacao desse estudo, além de néo interferir
com a resisténcia de unido imediata de um sistema adesivo convencional simplificado,
favoreceu a estabilidade da unido resina-dentina no periodo de 12 meses3!. Esse
cross-linker também reduziu significantemente a atividade proteolitica da unido resina-

dentina, demonstrada por meio de zimografia in situs?.

3.4.3 Resposta de células pulpares aos agentes promotores de ligacfes
cruzadas

Ao contrario dos muitos trabalhos desenvolvidos sobre as propriedades
mecanicas da dentina biomodificada e da unido resina-dentina apds a aplicacdo de
agentes promotores de ligagdes cruzadas e sobre a capacidade inibitoria de MMPs e
CATs, o numero de trabalhos acerca da resposta pulpar a aplicacdo desses agentes
sobre a dentina condicionada sédo poucos30:92.103,

A caracteristica tubular do tecido dentinario favorece o transporte de
substancias aplicadas sobre este tecido até a polpa. Dessa forma, para que uma
substéancia possa vir a ser aplicada sobre a dentina é necessario que se conheca o
seu efeito sobre células da polpa dental humana. Nesse aspecto, as PAs se destacam
sobre os demais cross-linkers, isto porque além das conhecidas propriedades anti-
inflamatoria, antiapoptética, antioxidante e antimicrobiana, apresentam ainda
potencial bioativo transdentinario e direto sobre células da polpa dental humana®t%2,

Embora o EDC e o glutaraldeido néo apresentem bioatividade sobre células da

polpa, sabe-se que a depender da concentracdo ndo sdo toxicos a este tecido30:103,
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Scheffel et al.1%® (2015) demostraram que o EDC nas concentragées 0,1, 0,3 e 0,5M
nao apresenta efeitos toxicos sobre células odontoblastoides MDPC-23. Em relacdo
ao gluraraldeido, apesar dos resultados encorajadores de sua utilizacdo no processo
de adeséo a dentina, sua toxicidade ainda é muito discutida. Scheffel et al. 2 (2015)
avaliaram a citotoxicidade transdentinaria do glutaraldeido (2,5%, 5% e 10%) e do
Gluma Desensitizer sobre células odontoblastéides. Nas diferentes concentracbes
investigadas, o glutaraldeido ndo apresentou efeitos deletérios as células, mesmo
aplicado em uma espessura de dentina de apenas 0,4 mm.

Em relacdo a acroleina, e que seja do conhecimento dos autores do presente
estudo, ndo existem, até 0 momento, informacdes sobre a sua seguranca de uso no
processo de adesdo a dentina, e sua possivel toxicidade sobre células pulpares deve
ser investigada.
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4 MATERIAL E METODO

Esse capitulo serd apresentado em topicos referentes a cada etapa de

execucao deste estudo.

4.1 Aspectos Eticos

Para o desenvolvimento do estudo, cento e dezenove (n=119) terceiros
molares humanos foram doados pelo Banco de Dentes da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — FOAr. Destes, cinquenta e quatro foram utilizados
para avaliacdo da resposta de células pulpares a biomodificacdo do colageno pela
acroleina, vinte e cinco para a avaliacdo da resisténcia maxima a tracdo do
coldgeno e quarenta para avaliacdo da resisténcia de unido resina-dentina.
Adicionalmente, trés molares higidos foram coletados imediatamente apds a
cirurgia para obtencdo de uma cultura primaria de células da polpa dental humana
(HDPCs). Os protocolos do estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos (CEP) da FOAr sob o CAAE
18752419.6.0000.5416 (Anexo). Foram selecionados dentes integros e sem
alteracdo de cor indicativa de carie ou hipoplasia/hipomineralizacdo do esmalte.
Os dentes selecionados foram submetidos a profilaxia com pedra pomes em agua,
lavados copiosamente, armazenados em timol 0,1% e mantidos em refrigerador a
4°C até o momento de sua utilizagdo. Os terceiros molares utilizados para
obtencdo de HDPCs, foram coletados apds assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecido e transportados ao laboratorio em solucéo salina tamponada de

fosfato (PBS) contendo antibidtico e antifungico.

4.2 Obtencéao de Discos de Dentina para as Analises Biologicas

Para as analises biolégicas foram necessarios 54 terceiros molares
humanos com coroas dentarias higidas. Um disco de dentina com 0,5 mm de
espessura foi obtido da regido média da coroa de cada dente por meio de cortes
transversais ao seu longo eixo sob refrigeracdo constante, utilizando uma
cortadeira metalografica (ISOMET 1000, Buehler Ltda., Lake Bluff, IL, EUA)
equipada com disco diamantado (ref.11-4254, 4”’x 0,012”, série 15LC, Diamond
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Wafering Blade, Buehler Ltda.). As superficies oclusais desses discos foram
desgastadas manualmente com papel abrasivo de carbeto de silicio de granulacéo
600 (T469-SF-Norton; Saint-Gobain Abrasivos Ltda., Jundiai, SP, Brasil), até a
espessura final de 0,4 mm, aferida por meio de paquimetro digital (Mitutoyo Sul
América Ltda., Suzano, SP, Brasil). As superficies foram inspecionadas em lupa
estereoscopica 4x (Modelo SzZX7, Olympus, Sdo Paulo, Brasil) para confirmar a
auséncia de remanescente de esmalte na superficie oclusal, ou defeitos referentes

a projecao dos cornos pulpares na superficie pulpar.

4.3 Determinacao da Condutancia Hidraulica

As caracteristicas morfologicas da dentina, tais como o0 nimero e o diametro
dos tubulos dentinarios, variam no proprio dente de acordo com a proximidade com
a polpa, e também de um dente para outro, assim essa caracteristica pode atuar
como fator de confundimento nos modelos de avaliagdo de citotoxicidade que
utilizam barreira dentinaria. Assim, para reduzir o risco de viés se faz necessaria a
verificacdo da condutancia hidraulica de todos os discos de dentina. Para tanto, a
smear layer formada sobre ambas as superficies dos discos (oclusal e pulpar) foi
removida pela aplicacéo de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 0,5 M, por
trinta segundos, seguido de lavagem com agua deionizada pelo mesmo periodo
30,103_

Cada disco foi posicionado em uma camara de filtracdo conectada, por meio
de uma canula metélica e um tubo de poliestireno (sonda nasogastrica n° 8), a uma
coluna de agua de 180 cm de altura (pressédo 132,4 mmHg ou 2,56 psi), que forca
a passagem (filtracdo) de agua deionizada através dos tubulos dentinarios
continuamente. Uma vez acionado o sistema, a dentina foi filtrada por 5 minutos
para que eventuais restos presentes no interior dos tubulos dentinarios pudessem
ser deslocados pelo efeito fisico da passagem de agua sob a alta presséo.
Decorrido esse periodo inicial, outros 5 minutos (tempo de filtragdo) foram
cronometrados, e em seguida foi induzida a formacao de uma bolha de ar no tubo
de poliestireno, 0 movimento dessa bolha foi a partir do momento em que ela
entrou em um tubo de vidro colocado sobre uma régua, em 30 e 60 segundos. O
deslocamento da bolha foi determinado em milimetros e representou o valor de

permeabilidade da dentina.
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Com base nos dados de permeabilidade dentinaria, os 54 discos foram
alocados em 6 grupos experimentais (n=9), de tal forma que ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre a permeabilidade média de cada grupo
(ANOVA; p=1,000) e os coeficientes de variagdo foram semelhantes. Em seguida,
os discos de dentina foram removidos das camaras de filtracdo e reduzidos a um
diametro final de 8 mm. O desgaste foi realizado com auxilio de ponta diamantada
cilindrica (#1095 - KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil) em alta rotacdo e irrigacédo
constante.

Sobre a superficie oclusal do disco foi produzida uma nova smear layer por
meio da abraséo dessa superficie em lixa de carbeto de silicio de granulacdo 320.
A superficie foi abundantemente enxaguada com agua deionizada e os discos
foram adaptados, individualmente, em camaras pulpares artificiais (CPAs)13114,
Os conjuntos CPA/disco de dentina foram submetidos a esterilizacdo a 6xido de

etileno (ACECIL; Central de Esterilizacdo Com. Ind. Ltda., Campinas, SP, Brasil).

4.4 Cultura Celular

Para realizacdo deste estudo, foram utilizados dois tipos celulares, células
odontoblastéides (MDPC-23) e células da polpa dental humana (HDPCs).

4.4.1 Cultura de MDPC-23

Células imortalizadas da linhagem odontoblastéide MDPC-23 foram
cultivadas em garrafas plasticas de 75 cm? (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA)
em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Gibco, Grand
Island, NY, EUA) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco, Grand Island,
NY, EUA), 100 IU/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 2 mmol/L de
glutamina (GIBCO, Grand Island, NY, EUA). As células foram mantidas em uma
atmosfera umedecida a 37°C, com 5% de CO:2 e 95% de ar, e foram subcultivadas
a cada trés dias na densidade de 3 x 10* células/cm?, até a obtencdo de nimero

suficiente de células para o inicio os ensaios.
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4.4.2 Cultura de células da polpa dental humana (HDPCs)

Células de polpa dental humana (HDPCs, human dental pulp cells) foram
coletadas de 3 molares humanos higidos recém extraidos de pacientes na faixa
etaria de 18 a 20 anos, que procuraram atendimento na Clinica de Cirurgia da
FOAr, UNESP e apos assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE).

Apos a extracado, os dentes foram imediatamente acondicionados em tubos
falcon contendo solucdo salina tamponada de fosfato (PBS, phosphate buffered
saline solution), suplementada com antibiético e antifungico (100 IU/mL de
penicillina, 100 g/mL de estreptomicina e 0,25 g/mL de anfotericina B; Gibco, Grand
Island, NY, EUA). No laboratério, o dente foi removido do recipiente coletor e
envolto por gaze esterilizada umedecida em PBS. Cada dente foi fraturado com
auxilio de um “martelo” esterilizado, e o tecido pulpar foi removido de forma
asseptica com auxilio de curetas e limas endoddnticas. Em seguida, o tecido foi
fragmentado com auxilio de lamina de bisturi. Os fragmentos de tecido foram
submetidos a desagregacdo enzimatica em solucdo de colagenase tipo 1 (3
mg/mL; Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, EUA) por 4 horas, a
37°C, em incubadora (5% de CO2z e 95% de ar).

Foi utilizada a técnica de células aderentes. Para tanto, as amostras foram
incubadas em placas de 6 compartimentos contendo meio de cultura a-MEM
completo (Minimum Essential Medium Eagle Apha, suplementado com 10% de
SFB, L-glutamina e 1% penicilina/estreptomicina), por 3 horas. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e as células que permaneceram aderidas no fundo
dos compartimentos foram cultivadas em garrafas contendo o meio de cultura a-
MEM completo, até que o numero necessario de células para o desenvolvimento
dos diferentes ensaios laboratoriais foi atingido. As células obtidas foram
congeladas a -80°C e foram utilizadas até a 72 passagem.

4.5 Cultivo Celular nos Discos de Dentina

Cada conjunto CPA/disco de dentina (CPAd) foi posicionado em um
compartimento de placas de cultura de 24 compartimentos, com a parede pulpar
voltada para cima, e o compartimento foi preenchido com 1 mL de DMEM
completo. A placa foi mantida em incubadora por 24 horas, a 37°C, com 5% de
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CO2 e 95% de ar. Em seguida, o meio de cultura foi aspirado para expor a parede
pulpar do disco sobre a qual foram semeadas 10° células MDPC-23 em 40 uL de
meio de cultura. Apds o plantio, a placa foi novamente incubada nas mesmas
condi¢cdes mencionadas acima, durante 30 minutos, para a aderéncia celular a
dentina. Concluido esse periodo, mais 1 mL de DMEM acrescido de 10% de SFB
foi adicionado em cada compartimento, e entdo a placa de cultura foi incubada
novamente, por 48 horas.

Decorridas as 48 horas, o meio de cultura foi aspirado e foram adicionados
2 mL de DMEM sem SFB. As CPAds foram girovertidas no sentido vertical para
gue a superficie oclusal da dentina pudesse receber os tratamentos. A rotacdo da
CPAd foi realizada de maneira lenta, no interior do compartimento da placa de
cultura, para evitar a formagcdo de bolhas e garantir que o meio de cultura
permanecesse em intimo contato com toda a extensdo da dentina pulpar onde as
células MDPC-23 foram cultivadas. Uma vez girovertida, um mL de meio foi
removido, expondo a dentina da superficie oclusal do disco. Essa superficie foi
lavada por 60 segundos com agua deionizada concomitante a aspira¢ao, e ao final,
seca com papel absorvente. A superficie de dentina exposta foi condicionada com
acido fosférico a 35% (Ultra Etch, Ultradent, Utah, EUA) por 15 segundos e o acido
foi removido por lavagem com agua deionizada durante 30 segundos, com
aspiracdo concomitante. Ap6s a remocdo do excesso de agua com papel
absorvente, a dentina condicionada foi saturada com uma das solucdes
apresentadas na Tabela 1.

Cada solucao foi aplicada em um volume de 20 pL com auxilio de uma
pipeta, e mantida em contato com a dentina por 60 segundos, sem agitacao.
Decorrido esse periodo, a superficie foi lavada com 5 mL de 4gua destilada e o
excesso de umidade foi removido com papel absorvente, mantendo-se a superficie
com aspecto umido. Finalizados os tratamentos, a placa de cultura foi incubada
novamente por um periodo de 24 horas. Durante esse periodo, componentes das
solucdes capazes de se difundir por toda espessura de dentina entram em contato
com as células MDPC-23 cultivadas na superficie pulpar dos discos e, na
sequéncia, se difundem no meio de cultura, dando origem ao entdo denominado
meio condicionado ou extrato. Decorridas as 24 horas, as CPAds foram removidas
dos compartimentos, e todo extrato (~1 mL) foi coletado. A viabilidade das MDPC-

23 semeadas sobre a parede pulpar dos discos de dentina foi analisada.
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Tabela 1 - Distribuicdo dos 54 discos de dentina de acordo com a solucdo de tratamento
da dentina oclusal, ap6s o condicionamento com &cido fosforico

Grupos Solucéo de tratamento da .
. - Fabricante
(n=9) dentina condicionada
C Agua deionizada (controle)
_ _ . Exodo cientifica, Sumaré, SP,
PH Perdxido de hidrogénio 3% ]
Brasil
ACR 0,02% Acroleina 0,02%
ACR 0,01% Acroleina 0,01% Hefei TNJ Chemical I.ndustry.
Co., Ltd., Anhui Province, China
ACR 0,005% Acroleina 0,005%
GD Glutaraldeido 5% Sigma-Aldrich Corp. St. Louis,

MO, EUA

Fonte: Elaboracao prépria.

Cem microlitros dos extratos coletados foram aplicados sobre novas células
MDPC-23 e HDPCs previamente semeadas (1x10% células/mL) em placas de 96
compartimentos, as quais foram incubadas a 37°C, com 5% de CO:2 e 95% de ar,
por 24 horas. Na sequéncia, os extratos foram aspirados e substituidos por DMEM
completo para as MDPC-23 e a-MEM completo suplementado com 10% SFB,
acido ascorbico e betaglicerofosfato para HDPCs, até o momento da realizacéo de

cada protocolo (Figura 5).

4.6 Viabilidade Celular

O teste de viabilidade celular foi realizado para as MDPC-23 semeadas
sobre os discos de dentina e para ambas as linhagens celulares cultivadas nas
placas de cultura. Para as células MDPC-23 semeadas no disco de dentina, este
ensaio foi realizado no periodo de 24 (T24n), contados a partir da aplicacdo dos
materiais, enquanto que para as MDPCs e HDPCs semeadas na placa, foram
realizados no periodo de 24 horas ap0s a coleta dos extratos e a aplicacdo dos
mesmos sobre as células (T1). Para as células semeadas no disco, as CPAs que

foram removidas da placa de cultura inicial, foram transferidas para uma nova placa
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de 24 compartimentos, porém em posicao invertida, isto é, com a superficie pulpar
do disco voltada para cima. Meio de cultura DMEM sem SFB suplementado com
alamarBlue (10:1) foi adicionado em cada compartimento (1 mL) e a placa
incubada por 3 horas a 37 °C e 5% COz. Para a analise da viabilidade celular em
T1, o extrato foi aspirado e as células foram incubadas com meio de cultura
contendo alamarBlue, como descrito acima. Decorrido o periodo de incubacao, o
sobrenadante foi transferido para placas de 96 compartimentos e analisado em
leitor de fluorescéncia (540 nm excitagdo; 590 nm emisséo) (Synergy H1, Biotek,
Winooski, EUA). O valor de fluorescéncia obtido para o grupo controle negativo
(dgua deionizada) foi considerado como 100% de viabilidade celular. Todos os
demais valores foram transformados em porcentagem do grupo controle aplicando-
se uma regra de trés basica. Para esse protocolo foram avaliados trés espécimes
por grupo em trés momentos diferentes, o nimero final de dados para analise

estatistica foi igual a 9.

4.7 Atividade de fosfatase alcalina (ALP)

A atividade de ALP foi avaliada apds 5 dias (T2) para as MDPC-23 e 14 dias
(T4) para HDPCs. O teste de timolftaleina monofosfato (n=9/grupo) foi realizado
por meio do protocolo do Kit de Fosfatase Alcalina — Ensaio de Ponto Final (Labtest
Diagnostico S.A., Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). Para esse protocolo, 0 meio
de cultura foi aspirado, e as amostras lavadas por trés vezes com 1 mL de PBS a
temperatura de 37°C. Um mililitro (1 mL) de lauril sulfato de sédio 0,1% (Sigma
Chemical Co., Sant Louis, MO, EUA) foi aplicado sobre as células e mantido por
40 minutos para promover a lise celular. Durante esse periodo foram preparados
tubos Falcon, identificados como testes, padrdo e blank. Em cada um dos tubos
foram adicionados 50 pL do substrato (timolftaleina monofosfato 22 mmol/L -
reagente n° 1 do Kit) e 500 pL de tampéao (300 mmol/L, pH 10,1 - reagente n° 2 do
Kit), com excecédo do tubo padréo, no qual foram adicionados 50 pL da solucao
padrao 45 UI/L (reagente n° 4 do Kit). Decorrido o periodo para a lise celular, os
tubos foram colocados em banho-maria (Fanem, Guarulhos, SP, Brasil) a 37°C por
2 minutos. Entdo, 50 pL da amostra de cada compartimento foram transferidos
para os tubos testes, seguido de homogeneizacdo manual e aquecimento em

banho-maria por 10 minutos em agitador orbital (Quimis, Diadema, SP, Brasil). A
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reacao foi concluida com a adicdo de 2 mL do reagente de cor (carbonato de sédio
94 mmol/L e hidréxido de sédio 250 mmol/L — reagente n° 3 do Kit) em cada tubo.
Trés aliquotas de 100 pL de cada tubo foram transferidas para uma placa de 96
compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA) e a absorbancia lida em
leitor de ELISA (Tp Reader; Thermo Plate, Nanshan District, Shenzhen, China) no
comprimento de onda de 655 nm. A média dos trés valores foi calculada para a
andlise estatistica dos dados. A atividade de fosfatase alcalina foi calculada por
meio da obtencdo de uma curva padrdo, com concentracfes pré-determinadas
desta enzima, que variaram de 0O - 8,65 /L para MDPC-23 e 0-0,25 p/L para HDPC.

Para a normalizacdo da ALP, foi necessario realizar a quantificacdo de
proteina total presente no extrato. Assim, outra aliquota de 50 pL da reacao de lise
foi transferida para tubos contendo Solugdo de Reagente de Lowry (Sigma
Chemical Co., Sant Louis, MO, EUA), mantida em contato com as células por 20
minutos, em temperatura ambiente (25+2°C). Em seguida, a solucdo de Folin e
Ciocalteau’s Phenol Reagent (Sigma Chemical Co., Sant Louis, MO, EUA) foi
adicionada, e apos 30 minutos, a absorbancia foi mensurada a 655 nm. A dosagem
de proteina total foi obtida a partir de uma curva padrdo construida com
concentragdes conhecidas de 0 a 160 mg/mL de albumina, e o valor da atividade
de ALP foi calculado a partir da divisdo dos valores da dosagem da ALP pelo da
proteina total. Estes valores foram transformados em porcentagem, considerando-
se 0 grupo CN no periodo de 5 dias para MDPC-23 e 14 dias para HDPC como
100% de atividade de ALP. Esse protocolo foi realizado em trés momentos e 0

namero final de dados para analise estatistica foi igual a 9.

4.8 Presenca de Nodulos Mineralizados

A presenca de nddulos mineralizados foi determinada pelo ensaio de
Alizarin red (n=9/grupo). ApGs 24 horas das células em contato com o extrato (T1),
as ceélulas MDPC-23 foram mantidas por 7 dias (T3) e as HDPCs por 21 dias (T5)
em meio cultura especifico para cada tipo celular. Apds este periodo, as células
foram fixadas em etanol 70% por 1 hora, seguido de lavagem com agua
deionizada, e incubacdo com 100 pL da solucao de Alizarin Red (40 mM, pH 4.2;
Sigma Chemical Co., Sant Louis, MO, EUA) por 15 min, sob agitacdo. Entédo, as

células foram lavadas 3 vezes com agua deionizada para a remoc¢ao do agente
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corante, e os compartimentos foram fotografados individualmente em microscopio
de luz (Olympus BX51TF, Tékio, Japdo) a um aumento de 4x. Apos as tomadas
fotogréficas (andlise qualitativa), foram adicionados 100 pL de solucdo de cloreto
de cetilpiridineo (10 mM, pH 7.0; Sigma Chemical Co., Sant Louis, MO, EUA),
mantidos por 15 min, para a dissolucdo dos nddulos mineralizados. A absorbancia
da solucéao resultante foi lida em espectrofotbmetro no comprimento de onda de
560 nm (analise quantitativa). Os dados de absorbancia foram transformados em
porcentagem do controle negativo e o ensaio foi realizado em trés momentos,

como ja mencionado nos protocolos anteriores.

4.9 Avaliacédo da Expresséo Génica (qPCR)

A avaliacdo da expresséo foi realizada apo6s 7 dias (T3) para as MDPC-23
e apos 21 dias para as HDPCs (T5), contados a partir de T1. Para a avaliagdo da
expressdo génica foram adicionados controles especificos para essa avaliagédo e
tipo celular. Assim, foi utilizado 1 pg/mL de LPS de Escherichia coli (E.coli) nas
células MDPC-23, e 100 ng/mL de Fator de Necrose Tumoral (TNF) nas HDPCs,
os quais foram aplicados diretamente no meio de cultura das células que foram
previamente semeadas em placas de 96 compartimentos. Apés o periodo de 24
horas de estimulo, as MDPC-23 foram mantidas em DMEM completo por 7 dias e
as HDPCs em a-MEM por 21 dias. As células foram lisadas pela adi¢cdo de 100 pL
da “Lysis/Binding Solution” (Kit RNAqueous®, Ambion, Austin, TX, EUA) e
congeladas em aliquotas para posterior extracdo do RNA (&cido ribonucleico). Os
genes de interesse para o presente estudo, cujas proteinas codificadas estdo
descritas na Tabela 2, estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente
para as MDPC-23 e para as HDPCs.

A partir das aliquotas congeladas, o RNA total foi isolado utilizando um
sistema de colunas de afinidade para o isolamento e purificacdo dessa fita,
incluindo tratamento com DNAse (Kit RNAqueous®) com subsequente verificagao
da pureza e quantidade de RNA em espectrofotdbmetro UV para microvolumes
(Synergy H1 - Take 3, Biotek, Winooski, EUA).
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Tabela 2- Proteinas codificadas por cada gene estudado e sua funcdo nos processos

biolégicos do complexo dentino-pulpar

Gene Proteina codificada Funcéo

Essencial no processo de glicélise e

. . glicogénese, catalisa a fosforilacdo oxidativa
Gliceraldeido-3-fosfato

GAPDH . do substrato gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase ) . .

desidrogenase em 1,3- bifosfoglicerato e

também a reacdo inversa.

Importante mediadora da resposta
IL1B Interleucina 1-B inflamatéria, estd envolvida em uma variedade
de atividades celulares, incluindo proliferacao,

diferenciacdo e apoptose.

Responsavel por catalisar a hidrélise de
fosfomonoésteres no tecido intestinal, renal,
. hepatico, placentdrio, 6sseo e dentindrio. Esta
ALPL Fosfatase alcalina . . )
diretamente relacionada ao metabolismo do
tecido e ¢é essencial no processo de

mineralizagao.

Critica para formacdo e mineralizacdo do

. ; tecido dentindrio. Para exercer sua fung¢do é
Sialofosfoproteina da

. clivada em trés formas funcionais: DSP
dentina

DSPP
(sialoproteina da dentina), DGP (glicoproteina

da dentina) e DPP (fosfoproteina da dentina).

) Degrada o colageno na sua forma nativa ou
Metaloproteinase de

MMP2 Matriz 2 (MMP-2)
(gelatinase)

denaturada, desempenha um papel
importante na angiogénese e
neovascularizagao.

Degrada fragmentos de colageno, regula a

Metaloproteinase de migracdo de neutrdfilos através da membrana
MMP9 Matriz 9 (MMP-9) basal, desempenha um papel importante na
(gelatinase) angiogénese, neovascularizacdo e reparagio

tecidual.

Fonte: elaboracéo propria.
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Tabela 3. Gene, cbddigo de ensaio e especificacbes dos conjuntos de primers/sonda

TagMan utilizados nas reacdes de RT-qPCR para MDPC-23.

Gene Céd. Ensaio Acession # Cobertura Amplicon

(exons) (pb)
Gapdh RN01775763 gl NM_017008.4 8-8 174
l11b Rn00580432_m1 NM_031512.2 5-6 74
Alpl Rn01516028 m1  NM_013059.1 9-10 68
Dspp Rn02132391 s1 NM_012790.2 4-4 87
Mmp2 Rn6422 NM_031054.2 2-3 63
Mmp9 Rn10209 NM_031055.1 12-13 72

Fonte: Dados obtidos no site do fabricante: https://www.thermofisher.com

Tabela 4. Gene, cédigo de ensaio e especificacdes dos conjuntos de primers/sonda
TagMan utilizados nas rea¢ces de RT-gPCR para células HDPCs.

Gene Cdd. Ensaio Acession # Cobertura Amplicon

(exons) (pb)
GAPDH Hs02788624 g1 NM_002046.5 3-4 157
IL1B Hs01555410_m1 NM_000576.2 3-4 91
ALPL Hs01029144 m1 NM_000478.5 7-8 79
DSPP Hs00171962_m1 NM_014280.3 - 67
MMP2 Hs01548727_m1 NM_001127891.3 2-3 65
MMP9 Hs00234579_m1 NM_004994.2 12-13 54

Fonte: Dados obtidos no site do fabricante: https://www.thermofisher.com

A sintese de cDNA foi realizada utilizando 300 ng de RNA total por meio de
primers random hexamers e moloneyleukemia virus reverse transcriptase,

segundo as instrucbes do fornecedor do kit (High CapacityRT kit, Applied
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Biosystems, Foster City, CA, EUA). A reacdo de PCR quantitativo foi realizada
utilizando conjuntos de primers e sondas pré-desenhados (Gene expression
assays, Applied Biosystems) para detecgcdo dos genes-alvo: IL1B, ALPL, DSPP,
DMP1, MMP2, MMP9 e do gene constitutivo (GAPDH) por meio do sistema
TagMan (TagMan Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems) com o
equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems) e utilizando as condi¢cdes de
ciclagem otimizadas pelo fabricante (10 min a 95°C para desnaturag&o inicial,
seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 950C e 1 min a 60°C). Os valores cycle
threshold (Ct) de cada poco foram calculados pelo software da termocicladora e
analisados pelo método Ct. Os resultados foram normalizados pela expressédo do

gene constitutivo e expressos como AAct em relagédo ao controle.

4.10 Ensaio de Resisténcia Maxima a Tracao da Matriz Dentinaria

Vinte e cinco molares humanos higidos foram selecionados para o
desenvolvimento desse protocolo. Um disco de 1,0 mm de espessura foi obtido do
terco médio da coroa de cada dente por meio de cortadeira metalografica (ISOMET
1000, Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA) equipada com disco diamantado de 0,3 mm
de espessura (Diamond Wafering Blade, Buehler Ltd.), sob irrigagéo constante. Em
seguida, esses discos foram seccionados em espécimes com dimensdes de
1,0mmx1,0mmx5,0mm (n=50 espécimes). As dimensdes de todos os espécimes
foram averiguadas com paquimetro digital com resolucéo de 0,01 mm (Mod. 500-
144b, Mytutoyo Sul Americana Ltda., SP, Brasil) e entdo foram armazenados em
placa de 96 compartimentos, em solugéo timol 0,1% e refrigeracdo a 4 °C, até a

sua utilizacao.

4.10.1 Obtencéo das matrizes de dentina

Todos os espécimes foram completamente desmineralizados em &cido
fosforico a 10% (Sigma Chemical Co., Sant Louis, MO, EUA), por 24 horas sob
agitacdo constante em temperatura de 4°C. Para tanto, cinco espécimes foram
inseridos em um tubo falcon contendo 10 mL de solugéo de acido fosforico a 10%.
Os tubos foram posicionados em homogeneizador rotatorio de solu¢des (Phoenix-

Luferco, Araraquara, S&o Paulo, Brasil) e permaneceram sobre agitagéo por 24
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horas em refrigerador a 4°C. Decorrido esse periodo, o acido fosférico foi
substituido por 10 mL de agua deionizada e os tubos voltaram a ser agitados por
30 min em temperatura de 4°C. Essa lavagem foi repetida 4 vezes, com troca da
adgua deionizada a cada 30 min, totalizando 2 horas de lavagem.

4.10.2 Tratamento da matriz dentinaria

Os espécimes foram tratados com as solucdes apresentadas na Tabela 5.
Para tanto, cada espécime foi removido do seu recipiente de armazenamento,
levemente seco com papel absorvente e colocado individualmente em eppendorf.
Em seguida, foram imersos em 2 mL da solugdo de tratamento durante 60
segundos, sob agitacdo constante, seguindo com a lavagem com agua deionizada
também por 60 segundos e secagem com papel absorvente para a remocao do
excesso de agua. Por fim, o espécime foi preparado para a analise da resisténcia

maxima a tracao.

Tabela 5. Soluces utilizadas para o tratamento da matriz de dentina

Grupos Solucédo de tratamento da matriz de
(n=10) dentina
C Agua deionizada (controle)
ACR 0,02% Acroleina 0,02%
ACR 0,01% Acroleina 0,01%
ACR 0,005% Acroleina 0,005%
GD Glutaraldeido 5%

Fonte: elaboragéo prépria.

4.10.3 Ensaio mecanico de tracao

Concluidos os tratamentos, cada espécime foi fixado em um dispositivo
metalico com adesivo de cianoacrilato (Super Bonder Gel e Ativador 7456, Henkel
Loctite Ltda., S&o Paulo, Brasil). Em seguida, o espécime foi reidratado com agua
deionizada por 5 minutos antes que o dispositivo metalico fosse adaptado a
maquina de ensaios mecanicos para o teste de tracdo com célula de carga de

capacidade maxima de 100 N, a uma velocidade de 1,0 mm/min. Os movimentos
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de tracdo foram iniciados por meio de um programa computadorizado especifico
(Tesc-Test Script, EMIC Equipamentos de ensaio Ltda., Sdo José dos Pinhais,
Parana, Brasil) até que o espécime fosse rompido, e os valores de carga maxima
registrados (N) foram divididos pela area de cada espécime (mm?) para a obtengéo

dos valores de resisténcia maxima a tracdo em megapascal (MPa).

4.11 Ensaio Mecanico de Microtracdo da Unido Resina-Dentina

Para este ensaio inicialmente foram obtidas superficies planas de dentina
(4.11.1), o tratamento da dentina condicionada e procedimentos adesivos (4.11.2),
a obtencdo dos espécimes para 0 ensaio mecéanico de microtracdo e a analise do
tipo de fratura (4.11.3).

4.11.1 Obtencao de superficies planas de dentina

Para esta etapa foram utilizados 40 terceiros molares humanos. Com auxilio
de um disco diamantado acoplado a uma cortadeira metalografica (ISOMET 1000,
Buheler, Lake Bluff, IL, EUA), a metade oclusal da coroa dentéria foi removida por
meio de um corte no sentido transversal da coroa, resultando em uma superficie
plana de dentina, circundada em sua periferia por esmalte. Essa superficie foi
examinada em lupa estereoscoOpica (Modelo SZX7, Olympus, Sao Paulo, Brasil)
para ratificar a inexisténcia de restos de esmalte dentério sobre a dentina. Quando
0 esmalte ainda permanecia recobrindo alguma area da dentina, a superficie era
manualmente desgastada com lixa de carbeto de silicio de granulacdo 320 e

novamente inspecionada na lupa até que todo esmalte tivesse sido removido.

4.11.2 Tratamento da dentina condicionada e procedimentos adesivos

As superficies de dentina foram condicionadas com &acido fosforico 35%
(Ultradent Products INC, South Jordan, Utah, EUA), durante 15 s, seguido de
lavagem abundante com spray ar/agua por 10 segundos e secagem com papel
absorvente para a manutencdo da superficie de dentina Umida. A dentina
condicionada foi tratada com uma das seguintes solu¢des (n=10): &agua

deionizada (controle), acroleina nas concentragbes 0,01%, 0,005% ou
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glutaraldeido 5%. Vinte microlitros (20 pL) da solucédo foram aplicados sobre a
superficie de dentina condicionada com acido fosforico, com auxilio de uma
pipeta. A solucao foi mantida sobre a superficie por 60 segundos, sem agitacao,
quando entdo foi lavada com 5 mL de 4gua deionizada. O excesso de umidade
foi removido com papel absorvente e a superficie de dentina foi mantida umida.

O sistema adesivo Single Bond 2 (3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) foi
aplicado com auxilio de um microbrush saturado do produto, em seguida a area
foi seca com jato de ar (80 psi) por 5 segundos a uma distancia de 10 cm, e entao
foi aplicada mais uma camada do produto de maneira ativa por 15 segundos e
novamente seca por mais 5 segundos. Em seguida, foi fotoativado por 10
segundos por meio do aparelho de luz LED Valo Cordless (Ultradent, South
Jordan, Utah, EUA), cuja irradiancia foi avaliada com auxilio de um radiémetro
(2000 mW/cm?; Kerr Corporation, Orange, CA, EUA,) imediatamente antes de seu
uso. Finalizada a aplicacdo do sistema adesivo, foi confeccionado um bloco
de resina composta (Filtek 2350, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) na cor A 3,5,
pela aplicacdo de trés incrementos de 1 mm, os quais foram individualmente
fotoativados por 20 segundos. Os dentes restaurados foram entdo armazenados
por 24 horas imersos em agua deionizada, a 37°C.Dos dez dentes preparados
para cada grupo, oito foram utilizados para o ensaio mecéanico de microtracéo,

enquanto os 2 dentes restantes foram preparados a analise de nanoinfiltracao.

4.11.3 Obtencéo dos espécimes e ensaio mecanico de microtracao

Cada dente restaurado foi fixado em base de madeira com auxilio de
godiva de baixa fusdo e levado a cortadeira metalografica (ISOMET 1000,
Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA) para ser seccionado transversalmente na altura
do primeiro terco radicular com disco diamantado de 0,3 mm de espessura
(Diamond Wafering Blade, Buehler Ltd, Lake BIuff, IL, EUA), sob constante
irrigacdo. Em seguida, a por¢ao coronaria foi posicionada na maquina de tal forma
gue a interface adesiva ficasse perpendicular a face de corte do disco diamantado.
Cortes seriados com 0,9 mm de espessura foram realizados, iniciando-se junto a
uma das faces proximais até a face oposta. Apés rotacdo do dente em 90, uma
nova série de cortes foi feita, também com 0,9 mm de espessura. Ao final, os

espécimes obtidos tinham a forma de paralelogramos (palitos) com area
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transversal de seccédo de 0,81 mm?. Todos os espécimes foram inspecionados
em lupa estereoscépica com 30 vezes de aumento. Agueles que apresentaram
defeitos como bolhas ou irregularidades nas proximidades da unido resina-dentina
foram excluidos da amostra. Os espécimes selecionados foram individualmente
mensurados com paquimetro digital (Mod. 500- 144b, Mytutoyo Sul Americana
Ltda., SP, BR), com resolucéo de 0,01 mm, para determinacao da area de sec¢ao
transversal (mm?).

O ensaio mecanico de microtracdo foi realizado em maquina de ensaios
mecanicos (DL-Digital Line, EMIC, Parana, Brasil) ajustada para forcas de tracéao
com célula de carga de capacidade maxima de 100 N. Os espécimes foram
individualmente fixados a um dispositivo metalico com adesivo de cianoacrilato
associado a um acelerador a base de cianoacrilato (Super Bonder Gel e Ativador
7456, Henkel Loctite Ltda, Sdo Paulo, Brasil). Este dispositivo metalico foi
adaptado a maquina de ensaios mecanicos para o teste de microtragdo, com
velocidade de 1,0 mm/min. Os movimentos de tracao foram iniciados por meio de
um programa computadorizado especifico (Tesc-Test Script, EMIC Equipamentos
de ensaio Ltda., S&o José dos Pinhais, Parana, Brasil) até que o espécime foi
rompido, e os valores de carga maxima registrados (N) foram divididos pela area
de cada espécime (mm?) para a obtencéo dos valores em megapascal (MPa). A
média dos valores de resisténcia de unido dos espécimes pertencentes ao mesmo

dente foi calculada e o dente foi considerado como unidade experimental (n=8).

4.11.4 Analise do tipo de fratura

Imediatamente apds o ensaio mecanico de microtragcdo, as metades
obtidas para cada espécime foram armazenadas em recipientes devidamente
identificados, em 100% de umidade, até a leitura do tipo de fratura. A analise foi
realizada em estereomicroscoépio (Mod. SzZX7, Olympus, Sao Paulo, Brasil), em
aumentos que permitiam a classificacdo das fraturas em: adesiva, mista, coesiva
em dentina ou coesiva em resina. As leituras foram repetidas apds um intervalo
minimo de 7 dias, e o coeficiente de reprodutibilidade foi igual a 80% (Kappa=0,8).
Os dados foram apresentados graficamente como valores absolutos e

porcentagens e submetidos ao teste exato de Fisher.
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4.12 Analise da Nanoinfiltracéo

O protocolo de nanoinfiltracdo seguido de analise em MEV foi realizado
apos 24 horas do estabelecimento da unido resina-dentina, conforme descrito por
Tay et al. (2002)!1°. Foram obtidas duas fatias da regido central de cada dente
(n=4). As fatias foram lavadas por 2 min em agua deionizada e imersas em solucéo
amoniacal marcadora de nitrato de prata (pH = 9,5) por 24 horas, na auséncia de
luz. Posteriormente, esses espécimes foram cuidadosamente enxaguados com
agua deionizada por 60 s e imersos em solucao reveladora (Revelador Kodak, Séo
José dos Campos, Séo Paulo, Brasil) por 8 horas sob uma luz fluorescente,
resultando na reducao dos ions prata em grdos de prata metalicos no interior dos
espacos vazios presentes ao longo da interface adesiva. Apds essa etapa, 0s
espécimes foram novamente lavados em agua deionizada por 60 s e polidos com
sequéncia de lixa de carbeto de silicio com granula¢des de 400, 600, 800, 1200,
2400 e 4000, seguido da desidratacdo e analise em microscopio eletrénico de
varredura utilizando um detector de elétrons retroespalhados (MEV, DSM 960,
Zeiss, West German). Imagens com x1500 de aumento foram obtidas da unido

resina-dentina.

4.13 Anélise Estatistica

O conjunto de dados das variaveis resposta (viabilidade celular, atividade
de ALP, nédulos mineralizados, expressao génica, resisténcia maxima a tracao da
matriz dentinaria e resisténcia da unido resina-dentina) apresentaram distribuicéo
normal (Kolmogorov-Smirnov, p>0,05) e homogeneidade de variancias (Levene,
p>0,05). Assim, esses dados foram submetidos ao teste estatistico de analise de
variancia (ANOVA) a um critério fixo, seguido pelo teste de Tukey para comparacao
dos grupos aos pares. A possivel associacdo entre o tratamento da dentina
condicionada e o tipo de fratura foi avaliada pela aplicacdo do teste exato de Fisher.
Todos os testes foram realizados com o software Graphpad Prism®, versdo 8
(GraphPad Sofware Inc., San Diego, CA, EUA), considerando-se o nivel de

significancia de 5% para as inferéncias estatisticas.
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5 RESULTADOS

Este capitulo serd apresentado nos seguintes topicos: (5.1) Viabilidade
Celular, (5.2) Atividade de ALP, (5.3) Presenca de N6dulos de Mineralizacéo, (5.4)
Expressao génica. (5.5) Resisténcia maxima a tracdo da matriz dentinaria, (5.6)
Resisténcia da Unido Resina-Dentina, (5.7) Distribui¢cao dos tipos de fratura e (5.8)
Nanoinfiltracdo e MEV.

5.1 Viabilidade Celular

A viabilidade das células MDPC-23 aderidas na superficie pulpar do disco
de dentina, ap6s 24 horas da aplicacdo de ACR, GD ou peréxido de hidrogénio
3% sobre a dentina condicionada com acido fosférico, esta representada na
Figura 6. Com excecdo da ACR 0,005%, todos os demais tratamentos resultaram
em reducéo significante da viabilidade celular em comparagéo ao grupo controle.
A reducéo da viabilidade variou de 13,8% (ACR 0,005%) a 86,2% (perdxido de
hidrogénio 3%).

Figura 6 - Viabilidade das células MDPC-23 aderidas ao disco de dentina de 0,4 mm de
espessura, 24 horas apo0s a aplicagdo das solugbes de tratamento sobre a dentina
condicionada com &cido fosférico
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Tratamento da dentina condicionada

Colunas representam médias e barras de erro representam desvios-padrées, n=9.
Colunas identificadas por letras iguais nao diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). PH:
peroxido de hidrogénio; ACR: acroleina; GD: glutaraldeido.

Fonte: elaboracéo proépria.
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Quando avaliada a viabilidade das MDPC-23 (Figura 7) e HDPCs (Figura
8) cultivadas em placa de 96 pocos e estimuladas pelo extrato por 24 horas, foi
observado que apenas os extratos produzidos pela aplicacdo de GD e peroxido
de hidrogénio sobre a dentina condicionada resultaram em reducéo significante
dessa viabilidade em comparacdo ao controle. Entretanto, mesmo diferindo do
controle, a reducdo promovida pelo extrato contendo GD foi de apenas 13% para
as MDPC-23 e 19,5% para as HDPCs.

Figura 7 - Viabilidade das células MDPC-23 semeadas em placa de cultura apds 24 horas
de contato direto com o extrato produzido pela aplicagdo de ACR, GD ou peroéxido de
hidrogénio sobre a dentina condicionada com acido fosférico
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Tratamento da dentina condicionada
Colunas representam médias e barras de erro representam desvios-padrées, n=9.

Colunas identificadas por letras iguais ndo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). PH:
peroxido de hidrogénio; ACR: acroleina; GD: glutaraldeido.

Fonte: elaboracao prépria.



Lays Nébrega Gomes Dissertacdo Mestrado - 52 -

Figura 8 - Viabilidade das células HDPCs apds 24 horas de contato direto com o extrato
produzido pela aplicacdo de ACR, GD ou peroxido de hidrogénio sobre a dentina
condicionada com &cido fosforico
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Colunas representam médias e barras de erro representam desvios-padrdes, n=9.
Colunas identificadas por letras iguais ndo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). PH:
perdxido de hidrogénio; ACR: acroleina; GD: glutaraldeido.

Fonte: elaboracgéo propria.

5.2 Atividade de ALP

A resposta das células MDPC-23 e HDPCs quanto a atividade de ALP esta
demonstrada nas Figuras 9 e 10, respectivamente. Para ambos os tipos celulares,
ndo houve diferenca estatistica entre as concentracées de ACR avaliadas ou 5%
de GD, em relacéo ao controle (p>0,05). Inversamente, reducao significante da
atividade dessa proteina foi observada para o grupo peréxido de hidrogénio, para

ambas as linhagens celulares.
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Figura 9 - Atividade de fosfatase alcalina das células MDPC-23 apds 5 dias do contato
direto com o extrato produzido pela aplicagcdo de ACR, GD ou peroxido de hidrogénio
sobre a dentina condicionada com acido fosférico
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Colunas representam médias e barras de erro representam desvios-padrdes, n=9.
Colunas identificadas por letras iguais nao diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). PH:
perdxido de hidrogénio; ACR: acroleina; GD: glutaraldeido.

Fonte: elaboracéo prépria.

Figura 10 - Atividade de fosfatase alcalina das HDPCs apés 14 dias do contato direto
com o extrato produzido pela aplicagdo de ACR, GD ou perdxido de hidrogénio sobre a
dentina condicionada com &cido fosforico
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Colunas representam médias e barras de erro representam desvios-padrdes, n=9.
Colunas identificadas por letras iguais néo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). PH:
peroxido de hidrogénio; ACR: acroleina; GD: glutaraldeido.

Fonte: elaboracao prépria.
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5.3 Presenca de N6dulos Mineralizados

bY

Os valores relativos a quantificacdo de ndédulos mineralizados para as
MDPC-23 em 7 dias e HDPCs em 21 dias apds 0 contato com 0s extratos estao
apresentados nas Figuras 11 e 12 respectivamente. Imagens representativas da
presenca dos nddulos de mineralizacdo nos periodos de analises podem ser
vistas na Figura 13.

Figura 11 - N6dulos de mineraliza¢do da matriz depositada pelas MDPC-23 apdés 7 dias
do contato direto com o extrato produzido pela aplicagdo de ACR, GD ou peroxido de
hidrogénio sobre a dentina condicionada com &cido fosférico
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Colunas representam médias e barras de erro representam desvios-padrées, n=9.
Colunas identificadas por letras iguais nao diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). PH:
perdxido de hidrogénio; ACR: acroleina; GD: glutaraldeido.

Fonte: elaboracao proépria.
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Figura 12 - N6dulos de mineralizagdo da matriz depositada pelas HDPCs apdés 21 dias
do contato direto com o extrato produzido pela aplicacdo de ACR, GD ou peréxido de
hidrogénio sobre a dentina condicionada com acido fosférico
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Colunas representam médias e barras de erro representam desvios-padrées, n=9.
Colunas identificadas por letras iguais ndo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). PH:
perdxido de hidrogénio; ACR: acroleina; GD: glutaraldeido.

Fonte: elaboracéo prépria.
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Figura 13 - Imagens obtidas em microscopio de luz invertida evidenciando a presenga de
nddulos mineralizados, corados por Alizarin red
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Essa andlise foi realizada apos 7 dias do contato das MDPC-23 e 21 dias do contato das
HDPCs com os extratos obtidos pela aplicacdo de acroleina (ACR), glutaraldeido (GD)
ou 3% peroéxido de hidrogénio sobre a dentina condicionada. Aumento de 4x.

Fonte: elaboracao proépria.
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5.4 Expressao Génica

Os dados de expressao génica estdo apresentados em AACt normalizados
pelo gene constitutivo GAPDH. Os valores observados para MDPC-23 apés 7 dias
e HDPCs ap0s 21 dias do contato com o0s extratos, estdo apresentados
graficamente nas Figuras 14 e 15, respectivamente. Para as células MDPC-23 foi
observado que a expresséo de Dspp e Alpl foram estatisticamente nao diferentes
do controle agua no grupo ACR 0,005%, enquanto nos grupos ACR 0,02%, ACR
0,01% e GD 5% foi menor. Houve ainda um aumento na expressao dos genes
Mmp2 em todos os grupos avaliados e Mmp9 apenas para ACR 0,02%. Em
relacdo a expressao de lllb ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
experimentais e controle.

Quando analisada a expressdo pelas HDPCs dos mesmos genes
supracitados, foi observado que a expressdo do gene DSPP foi semelhante ao
controle &gua nos grupos ACR 0,01% e 0,005%, enquanto o ACR 0,02% e GD
5% expressaram menos que o controle. Para o ALPL, a expressdo nos grupos
ACR 0,01% e ACR 0,005% foram estatisticamente ndo diferentes do controle,
enquanto nos demais grupos foi inferior. Observou-se ainda um aumento na
expressdo para MMP9 em ACR 0,02% e ACR 0,01%, contudo, os grupos ACR
0,005% e GD 5% expressaram de maneira semelhante ao controle. O gene MMP2
foi expresso nos grupos ACR 0,01 e 0,005% de maneira semelhante ao controle,
enguanto nos demais grupos a expressao foi estatisticamente maior. Todos 0s
grupos experimentais expressaram o gene IL1B de maneira semelhante ao
controle (p>0,05).

O comportamento dos grupos LPS (Figura 14) e TNF (Figura 15) seguiu o
padrdo esperado, ou seja, reducao significante da expressao de DSPP e ALPL, e
superexpressao de MMP2, MMP9 e IL1B, com diferenca estatisticamente

diferente de todos os demais grupos experimentais.
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Figura 14 - Expresséo génica de Dspp, Alpl, Mmp2, Mmp9 e ll1b em MDPC-23 apos 7
dias do contato com os extratos produzidos pela aplicagcédo de ACR ou GD sobre a dentina
condicionada. O grupo LPS representa células que foram mantidas em meio de cultura
contendo esse produto bacteriano e foi delineado como controle positivo
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Colunas representam médias e barras de erro representam desvios-padrées, n=9.
Colunas identificadas por letras iguais ndo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). LPS:
lipopolisacarideo; ACR: acroleina; GD: glutaraldeido.

Fonte: elaboracao proépria.
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Figura 15 - Expressédo génica de DSPP, ALPL, MMP2, MMP9 e IL1B em HDPCs apés 21 dias do
contato com os extratos produzidos pela aplicacdo de ACR, GD ou LPS na dentina condicionada.
O grupo TNF representa células que foram mantidas em meio de cultura contendo esse fator e foi
delineado como controle positivo
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Colunas representam médias e barras de erro representam desvios-padrées, n=9.
Colunas identificadas por letras iguais ndo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05).
TNF: fator de necrose tumoral; ACR: acroleina; GD: glutaraldeido.

Fonte: elaboragéo proépria.
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5.5 Resisténcia Maxima a Tracdo da Matriz Dentinaria

Os valores de resisténcia maxima a tracdo (RMT) da matriz dentinaria em
funcdo da substancia utilizada para a biomodificacdo do colageno estdo
apresentados na Figura 16. Aumento significante da RMT foi observado apenas
apos o tratamento com ACR 0,02% e GD 5%.

Figura 16 - Resisténcia maxima a tracao da matriz de dentina (MPa) apos biomodificagédo
da dentina com diferentes concentra¢cdes de ACR ou GD 5%.
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Colunas representam médias e barras de erro representam desvios-padrdes, n=8.
Colunas identificadas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05).
ACR: acroleina; GD: glutaraldeido.

Fonte: elaboracéo prépria.
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5.6 Resisténcia da Unido Resina-Dentina

Na Figura 17 estdo apresentados os valores de resisténcia da unido do
sistema adesivo Single Bond 2 aplicado sobre a dentina condicionada com acido
fosforico e biomodificada com diferentes concentragcdes de acroleina ou com
glutaraldeido. Nenhum dos tratamentos interferiu com os valores de resisténcia
de unido imediata, os quais foram comparaveis ao grupo controle, ou seja, sem

biomodificacdo do colageno.

Figura 17 - Resisténcia de unido imediata (MPa) apds aplicacdo do sistema adesivo
Single Bond 2 sobre a dentina condicionada e tratada com diferentes concentragdes ACR
ou GD 5%
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Colunas representam médias e barras de erro representam desvios-padrées, n=8.
Colunas identificadas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05).
ACR: acroleina; GD: glutaraldeido.

Fonte: elaboragéo proépria.
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5.7 Distribuicédo dos Tipos de Fratura

As duas metades dos espécimes tracionados foram examinadas em
estereomicroscépio e a distribuicdo dos tipos de fratura observados para cada
tratamento da dentina condicionada estad apresentada na Figura 18. Fraturas
adesivas foram as predominantes no grupo controle 77,4%. Esse fenbmeno se
repetiu quando a dentina foi biomodificada com ACR 0,01% (71,8%), ACR 0,005%
(75%) e GD (80,6%). Fraturas coesivas em resina nao foram observadas apenas
para o grupo GD. O teste exato de Fisher revelou ndo haver associacdo entre o

tratamento da dentina e o tipo de fratura (p=0,218).

Figura 18 - Distribuicdo das fraturas em funcdo do tipo de tratamento da dentina
condicionada com &cido fosférico
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*Numeros incluidos nas colunas representam valores absolutos (Teste exato de Fisher,
p=0,218). ACR: acroleina; GD: glutaraldeido.

Fonte: elaboracao proépria.
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5.8 Nanoinfiltracdo e MEV

Fotomicrografias representativas da infiltracdo de ions prata nas interfaces
produzidas pela aplicacdo do adesivo Single Bond 2 em superficies de dentina
tratadas com agua (grupo controle), ACR 0,01%, ACR 0,005% ou GD 5% estéo
apresentadas na Figura 19. Nanoinfiltracdo foi observada em todas as interfaces,
assim, a biomodificacdo do colageno dentinario previamente a aplicacdo do
sistema adesivo ndo favoreceu a formacdo de camadas hibridas menos

defeituosas.

Figura 19 - Fotomicrografias em MEV de interfaces produzidas sobre a dentina
condicionada e tratada com &gua (controle), acroleina (ACR) ou glutaraldeido
(GD) previamente a aplicacéo do sistema adesivo Single Bond 2.
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Fonte: elaboracao propria.
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6 DISCUSSAO

Os tubulos dentinarios configuram vias de difusdo de substancias até o tecido
pulpar®® e, portanto, quando indicadas para aplicacéo direta sobre a dentina, essas
substancias devem ser avaliadas quanto ao seu potencial toxico sobre as células
pulpares. No presente estudo, a citotoxicidade da acroleina, um novo cross-linker
utilizado como estratégia anti-degradacdo da camada hibrida3!, foi avaliada em um
modelo de barreira dentinaria que simulou um desafio extremo. A espessura dos
discos de dentina foi de 0,4 mm, ou seja, inferior aos 0,5 mm considerados seguro
para a protecdo do tecido pulpar frente a difusdo de componentes liberados de
materiais dentarios'#116, Entretanto, mesmo sendo aplicada sob essa condigcéo
desafiadora, as diferentes concentracdes de acroleina ndo apresentaram toxicidade
sobre ambas as linhagens celulares, células odontoblastéides MDPC-23 e células da
polpa dental humana (HDPCs).

A fim de aproximar as condi¢cdes experimentais deste estudo in vitro de um
modelo in vivo, foram utilizados dois tipos de células. MDPC-23 sdo células
odontoblastéides imortalizadas''’ que foram semeadas sobre a parede pulpar dos
discos de dentina para simular a camada de odontoblastos do tecido pulpar. HDPCs,
por outro lado, representam células da zona rica em células, entre elas, as células
tronco pulpares. Os odontoblastos sao as primeiras células a entrarem em contato
com substancias capazes de difusdo via tubulos dentinarios e a resposta celular esta
diretamente relacionada com a toxicidade dessas substancias. No presente estudo, a
viabilidade das MDPC-23 semeadas diretamente no disco de dentina foi reduzida em
cerca de 19%, 17%, 14% e 21% para a ACR 0,02%, ACR 0,01%, ACR 0,005% e GD
5%, respectivamente. Embora essa reducao tenha sido estatisticamente significante
para as duas maiores concentracfes de ACR e para o GD quando comparada ao
grupo controle, manteve-se abaixo de 30%, valor maximo estabelecido pela
International Organization for Standardization (ISO)!'® como parametro para definir
uma substancia ou material como citotoxicos. Nao existem outros estudos avaliando
o efeito da acroleina sobre células pulpares, entretanto, utilizando metodologia
semelhante, alguns trabalhos também observaram uma reducao inferior a 30% para
células MDPC-23 ap6s a aplicacao de GD 5% sobre a dentina condicionada com acido

fosforico30.103,
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A viabilidade de ambas as linhagens celulares mantidas em contato com 0s
extratos por 24 horas nao foi afetada pela acroleina, independentemente da
concentracéo aplicada sobre a dentina condicionada. Da mesma forma, nenhum efeito
indesejavel proveniente da aplicacdo da acroleina nas diferentes concentracdes foi
observado para a atividade de fosfatase alcalina e presenca de ndédulos
mineralizados. Considerando que a fosfatase alcalina € uma enzima que desempenha
papel fundamental no processo de mineralizacdo da matriz dentinaria** e que foram
formados ndédulos de mineralizacdo, os dados do presente estudo permitem assumir
gue a capacidade de defesa do complexo dentino-pulpar ndo seria prejudicada pela
aplicacdo da acroleina como cross-linker. Algumas hipGteses para a auséncia de
efeito toxico da acroleina seriam as baixas concentracdes utilizadas, o seu consumo
a medida que reage com o colageno dentinario para a formacao de ligacfes cruzadas
e a lavagem realizada apds os 60 segundos de aplicacdo, a qual removeu as
moléculas nao reagidas.

O potencial citotoxico da ACR em baixas concentracdes ainda é pouco
conhecido e, como mencionado anteriormente, ndo existem trabalhos sobre o efeito
desse agente sobre células pulpares. Quando aplicada sobre células epiteliais basais
de adenocarcinoma (A549) em concentracdes crescentes de 2% a 8%, a acroleina foi
considerada téxica a partir da concentracdo de 3%?'°. Contudo, é importante
relembrar que o limiar de compatibilidade a uma mesma substancia € especifico para
cada linhagem celular. No presente estudo, por exemplo, quando ambas as linhagens
celulares foram sensibilizadas pelos extratos, foi possivel observar que as HDPCs
tenderam a ser menos sensiveis as substancias investigadas em comparacao as
MDPC-23.

Aumento da expressao do gene que codifica a sintese de MMP-2 foi observado
para todos os grupos avaliados e de MMP-9 para ACR 0,02% e 0,01%, para ambas
as linhagens celulares. MMP-2 e MMP-9 tem sido diretamente implicadas no processo
de degradacdo enzimatica da camada hibrida®>65455, a qual culmina com reducéo
significante da resisténcia da unido resina-dentinal32223.7482 Se essa superexpressao
génica for acompanhada pelo aumento da sintese dessas proteinas, essas
endopeptidases poderiam, via fluido dentinario, alcancar a camada hibrida e servir
como fonte de potencializacdo da degradacéo desse biocomposto. Recentemente, a
atividade gelatinolitica da camada hibrida foi acompanhada em tempo real e os

autores sugerem que células da polpa dental podem contribuir com a atividade
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proteolitica na camada hibrida mais do que as endopeptidases dentinariast?°.
Entretanto, maior evidéncia deve ser construida para que essa Suposicdo seja
definitivamente aceita.

Sialofosfoproteina da dentina e fosfatase alcalina, codificadas respectivamente
pelos genes DSPP e ALPL, séo proteinas essenciais para a mineralizacdo da matriz
dentinaria3®4445, A expressdo génica de ALP néo foi influenciada pela aplicacdo das
diferentes concentracdes de acroleina ou glutaraldeido, enquanto algum efeito foi
observado sobre a expressao de DSPP. Entretanto, a despeito da pequena reducéo
observada na expressédo de DSPP por MDPC-23 em resposta a todos os tratamentos,
e reducédo da expressao desse gene por HDPC em resposta a acroleina 0,02%, esse
efeito ndo foi suficiente para interferir na sintese dessa proteina, uma vez que as
diferentes concentragfes de acroleina nao interferiram na formagdo de ndédulos
mineralizados. Por outro lado, o efeito negativo exercido pelo GD 5% sobre a
expressdo génica de DSPP e ALP foi acompanhado por uma pequena reducéo (ca.
20%) na formacao de nddulos mineralizados por ambas as linhagens celulares.

A expressdo do gene IL1B, que codifica a Interleucina 1B, uma importante
citocina marcadora do processo inflamatério'?? também néo foi alterada em fungéo
dos tratamentos aplicados para as linhagens celulares avaliadas. Assim, embora néo
seja 0 unico fator envolvido no processo inflamatério do tecido pulpar, esses
resultados ratificam que a utilizacdo da acroleina sobre a dentina condicionada nao
causaria exacerbacao da inflamacéo tecidual, prejudicando o processo de defesa do
complexo dentino-pulpar. Entretanto, essa hipGtese precisaria ser investigada em
estudos in vivo.

O GD é considerado o agente promotor de ligacdes cruzadas mais efetivo
devido a caracteristicas proprias como numero de carbonos em sua cadeia (CsHsO2)
e a rapida reacéo com grupos amina, mesmo em pH neutro?®. Quando aplicado sobre
a dentina desmineralizada, esse agente reage rapidamente com o colageno, sem
produzir subprodutos toxicos3%103, Ademais, nas condicdes experimentais
reproduzidas, foi realizada a lavagem do cross-linker decorrido o tempo de aplicacao
de 60 segundos para a remocao do excedente ndo reagido. Portanto, assim como
conjecturado anteriormente para a acroleina, a auséncia de citotoxicidade do GD
poderia ser atribuida a esses fatores3%1%, A ACR por sua vez, apresenta apenas trés
carbonos em sua cadeia (C3H40) e, portanto, pode n&o ser um cross-linker tao efetivo

guanto o GD?,
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A resisténcia maxima a tracdo da matriz dentinaria € uma caracteristica
indicativa do efeito de cross-linkers, uma vez que o aumento do nimero de ligacdes
cruzadas melhora as propriedades mecanicas do colageno?:110111  Aumento
significativo dessa propriedade foi observado apenas para a acroleina na
concentracéo de 0,02% e para o glutaraldeido. Nao existem dados na literatura acerca
do efeito da acroleina sobre as propriedades mecéanicas da dentina. A acroleina € o
aldeido bi-insaturado com maior reatividade para nucledéfilos, como as proteinas®. O
seu mecanismo de promocéo de ligagbes cruzadas baseia-se na reagcédo entre os
grupos nucleofilicos presentes em uma sequéncia peptidica com a ligacdo dupla
eletrofilica da acroleina (reacdo de Michael) ou por adi¢cbes nucleofilicas no grupo
carbonil para formar bases de Schiff194,

O glutaraldeido vem sendo utilizado em diferentes concentracdes e tempos de
aplicacdo para aumentar as propriedades mecéanicas de tecidos e biomateriais
utilizados na engenharia tecidual®®1%9122,  Foi observado, por exemplo, que o
tratamento de amostras de pericardio com 0,6% de glutaraldeido por 10 minutos foi
capaz de aumentar a resisténcia maxima a tracdo deste tecido!® e que scaffolds
contendo colageno quando tratados com glutaraldeido apresentam melhoria de suas
propriedades mecanicas °"%, Assim como em estudos prévios31% no presente
trabalho o glutaraldeido foi utilizado na concentracdo de 5% e foi aplicado pelo periodo
de 60 segundos sobre a dentina condicionada. Nessas condic¢des, o glutaraldeido tem
sido considerado seguro quanto a sua toxicidade sobre células pulparess30103,
Ademais, existe um sistema adesivo disponivel comercialmente que contém 5%
glutaraldeido em sua composicdo (atualmente comercializado como Gluma Bond5;
Heareus Kulzer GmbH, Hanau, Alemanha) e a toxicidade desse sistema adesivo,
quando aplicado em discos de dentina com 0,4 mm de espessura, foi atribuida a
presenca de 2-hidroxietii metacrilato (HEMA) em sua composicdo, € ndo ao
glutaraldeido®.

O efeito da acroleina na longevidade da unido resina-dentina foi avaliado por
um Unico trabalho até o presente momento3!. No estudo de Maravic et al.3!, foi
observada auséncia de interferéncia na resisténcia de unido imediata e manutencéo
da estabilidade mecéanica da unido resina-dentina ao longo de 12 meses apés a
biomodificagdo do colageno dentinario com acroleina 0,01%. Os dados do presente
trabalho ratificam os achados de Maravic et al.3! quanto a resisténcia de unido

imediata, embora ndo tenha sido observado aumento significante da resisténcia
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maxima a tracdo da matriz dentinaria quando a acroleina foi aplicada na concentracao
de 0,01%. A neutralidade do glutaraldeido na resisténcia de unido imediata a dentina
vista no presente estudo também estd de acordo com estudos previamente
publicados?386.192 Nanoinfiltracdo foi detectada em todas as interfaces adesivas,
independentemente da sua biomodificacdo ou ndo previamente a aplicacdo do
sistema adesivo. Isso denota que a biomodificagdo do colageno com acroleina ou
glutaraldeido ndo exerceu influéncia sobre a qualidade inicial das camadas hibridas,
as quais apresentaram defeitos intrinsecos assim como as camadas hibridas
produzidas no grupo controle!t74.76.76,

Assim, uma vez demonstrado que a acroleina, em baixas concentracdes, pode
ser aplicada sobre a dentina condicionada sem exercer efeito toxico as células
pulpares, e devido ao fato de que pouca evidéncia foi construida sobre a efetividade
da acroleina como agente promotor de ligacbes cruzadas e como estratégia de
estabilizacdo da camada hibrida, novos estudos devem ser realizados para fomentar

os beneficios desse cross-linker no desafiador processo de adeséo a dentina.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e dentro das limitacdes desse estudo in vitro,

foi possivel concluir que:

A. A aplicacao de acroleina a 0,02, 0,01 ou 0,005% sobre a dentina condicionada
com acido fosférico ndo foi toxica as células odontoblastoides e pulpares

humanas;

B. A biomodificacdo da matriz dentinaria pela ACR foi capaz de aumentar a sua
resisténcia maxima a tracdo apenas quando esse agente foi aplicado na

concentracéo de 0,02%;

C. Independente da concentracdo, a biomodificacdo da matriz dentinaria pela
ACR néo interferiu na resisténcia de unido imediata do sistema adesivo Single
Bond 2 & dentina;

D. A presenca de nanoinfiltragdo nas camadas hibridas produzidas sobre a
dentina tratada com ACR foi comparavel a observada para a dentina tratada
com &gua, sugerindo que a biomodificacdo do coldgeno por esse cross-linker
nao exerceu influéncia na quantidade de imperfeicbes presentes na camada
hibrida.
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Apresentagao do Projeto:

A camada hibrida é considerada o elo mais fragil da unido resina-dentina, a despeito de seu importante
papel na retengdo do material restaurador e no selamento dentinario. A resisténcia da camada hibrida aos
processos de degradagao hidrolitica e enzimatica é o reflexo da resisténcia individual de seus componentes,
resina e colageno. Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivos: (1) avaliar a citotoxicidade da
acroleina sobre células pulpares e (2) seu efeito biomodificador do colageno sobre a estabilidade mecéanica
da unido resina-dentina. Para realizagédo deste estudo serdo necessarios 97 terceiros molares humanos, 54
deles para obtencéao de discos de dentina e avaliagao da citotixicidade da acroleina, 40 para obtencéo de
superficies planas e avaliagdo do efeito biomodificador da substancia, e 3 coletados imediatamente apds a
cirurgia para obtencéo da cultura primaria de células. Para responder ao primeiro objetivo, discos de dentina
com 0,4 mm de espessura (n=54) serdo obtidos de molares humanos higidos e individualmente adaptados
em camaras pulpares artificiais (CPAs). Células odontoblastéides MDPC-23 serdo semeadas na superficie
pulpar desses discos, em meio de cultura DMEM. A superficie oclusal sera condicionada com acido fosférico
por 15 segundos, seguido de lavagem e remogdo do excesso de umidade com papel absorvente. Sobre a
dentina condicionada serao aplicadas as seguintes solugdes (n=9): agua deionizada (controle negativo),
0,005% acroleina, 0,01% acroleina, 0,02% acroleina, 5% glutaraldeido ou 3% peréxido de hidrogénio
(controle positivo). Decorridos 60 segundos de contato com a dentina, o excesso das solugdes sera
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removido e as CPAs mantidas em incubadora por 24 horas. Em seguida, sera avaliada a viabilidade das
MDPC-23 (alamarBlue) aderidas na parede pulpar dos discos e sera coletado o meio condicionado (extrato)
para aplicagdo em novas células MDPC-23 e sobre células HDPC (human dental pulp cells) previamente
cultivadas em placas de cultura. Essas células serao utilizadas para analises de viabilidade celular
(alamarBlue), atividade de fosfatase alcalina (ensaio da timolftaleina), formagé&o de matriz mineralizada
(Alizarin red), analise do estrese oxidativo e expressao génica de ALPL, DSPP, DMP1, MMP2, MMP9 € IL1b
(RTgPCR). Para responder ao segundo objetivo, quarenta superficies planas de dentina produzidas em
molares humanos higidos serdo distribuidas de acordo com o tratamento da dentina (n=10): agua
deionizada (controle), acroleina (cuja concentragé@o sera selecionada a partir dos testes bioldgicos) ou
glutaraldeido 5%. As solugdes serdo aplicadas sobre a dentina condicionada com acido fosférico, mantidas
por 60 segundos, enxaguadas com agua deionizada e o excesso de umidade sera removido com papel
absorvente. Sobre a superficie Umida, sera aplicado o sistema adesivo Single Bond 2 seguido da construgao
de um bloco de resina composta. Espécimes na forma de palitos com area de secgao transversal de 0,81
mm2 serao obtidos de cada dente, os quais serdo aleatoriamente divididos em 2 grupos. Em um grupo, os
espécimes serdo submetidos ao ensaio mecanico de microtragdo imediatamente apds sua obtengdo. No
outro grupo, os espécimes serdo envelhecidos em solugdo do tipo saliva por 6 meses antes de serem
tracionados. Na sequéncia do ensaio de microtragéo, as fraturas serdo classificadas em adesiva, mista,
coesiva em dentina ou coesiva da resina. Desde 1982, quando a camada hibrida foi descrita pela primeira
vez como um biocomposto formado pela mescla de fibrilas de colageno dentinario e componentes do
sistema adesivo (Nakabayashi et al., 1982), muitos estudos tem avaliado esta estrutura e contribuido para a
compreensao de sua dindmica de estabelecimento e manutencao em longo prazo. Especialmente nas
ultimas duas décadas, tem sido demonstrado que a degradacao da interface adesiva pode ser observada
independentemente da categoria do sistema adesivo, ou seja, convencional ou autocondicionante (Pashley
et al., 2011; Tjaderhane et al., 2015; Anchieta et al., 2015) e que este processo ocorre basicamente em duas
frentes (1) a clivagem do colageno exposto e (2) a hidrélise da porgao resinosa da camada hibrida (Pashley
et al., 2011; Tjaderhane et al., 2015). A infiltragdo incompleta da rede de colageno desmineralizado por
mondmeros adesivos, fendbmeno esse repetidamente observado Nakabayashi et al., 1998; Hashimoto et al.,
2000; Wang e Spencer, 2003; Oliveira et al., 2004; Spencer et al., 2004), é consequéncia do reduzido
espaco disponivel para receber o adesivo entre as moléculas de colageno que compdem as fibrilas
(Bertassoni et al., 2012). Segundo os autores, a falta de espago se deve a dois fatores principais: 1) a
presenca de moléculas de agua
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livres e também ligadas ao colageno desmineralizado e 2) ao empacotamento denso do colageno. Esta
infiltragdo deficiente somada a presenca de agua e a separagéo de fases promovida pela diferenga de peso
molecular e grau de hidrofilia dos monémeros que compdem um mesmo adesivo, favorece a manutengao de
colageno exposto no biocomposto colageno-resina e gera uma porgéo resinosa mais instavel (Pashley et al.,
2011; Tjaderhane et al., 2015). O colageno dentinario desprovido de reforgo mineral ou polimérico exposto
na camada hibrida esta susceptivel aos fendmenos de degradacdo que acometem a unido resina-dentina
(Tjaderhane et al., 2013; Sabatini e Pashley, 2014; Breschi et al., 2018). A resisténcia da camada hibrida
aos processos de degradacgéo é o reflexo da resisténcia individual de seus componentes, polimero resinoso
e colageno (Tjaderhane et al., 2015). Objetivando melhorar as propriedades mecéanicas do colageno e torna-
lo mais resistente aos processos de degradagao, tem sido investigada a biomodificagao dessa proteina com
agentes formadores de ligagdes cruzadas (cross-linkers) (Bedran-Russo et al., 2010;

Objetivo da Pesquisa:

Investigar a citotoxicidade transdentinaria da acroleina sobre células pulpares e a estabilidade mecanica da
unido resina-dentina produzida apds a biomodificagdo do colageno dentinario por esse agente promotor de
ligagbes cruzadas.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos inerentes ao doador serdo os mesmos decorrentes do procedimento cirdrgico. Serdo
tomadas todas as medidas que poderdo prevenir as principais complicagdes durante e apds a cirurgia,
incluindo medidas de biosseguranga. Sera possivel sentir algum desconforto e dor na regido apos a cirurgia,
situagdo que podera ser minimizada com a administragadode medicamentos receitados pelo cirurgido. Caso
os pacientes apresentem complicagbes pos-operatérias como ederma, dor, infecgédo ou alveolite, eles serdo
atendidos por cirurgides-dentistas da clinica de cirurgia da Faculdade de Odontologia de Araraquara, que
tomaréo as devidas providéncias para sanar os problemas. Em relagdo aos pesquisadores, os mesmos
estarao sujeitos a riscos relacionados a manipulagao dos dentes obtidos para o estudo. Esses riscos seréo
minimizados por meio da utilizagdo de EPIs adequados para a manipulagdo das amostras em todas as
etapas do estudo (luvas, jaleco, gorro,mascara e oculos de prote¢ao).

Beneficios: Apesar da acroleina ser proposta como um potencial cross-linker, o efeito dessa substancia

sobre células pulpares humanas nao é conhecido. E importante que se conheca a resposta celular frente a
aplicacdo dessa substancia, além de ratificar seu efeito benéfico no
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aumento da estabilidade de uni&o resina-dentina, para que essa substancia possa ser incorporada a
procedimentos restauradores adesivos, propiciando a formagao de uma camada hibrida mais resistentes e
consequentemente menos susceptivel & degradagao ao longo do tempo.

Comentarios e Considerag6es sobre a Pesquisa:

O projeto esta apresentado de maneira satisfatéria e justificada.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Os termos obrigatérios foram apresentados.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoées:

Nao existem pendéncias.

Consideragodes Finais a critério do CEP:

Protocolo APROVADO em 27 de novembro de 2019.

O pesquisador devera encaminhar relatérios parciais a cada 01 (um) ano até o prazo final da pesquisa,
quando devera encaminhar o relatério final.
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