o

f“ UNESP - Universidade Estadual Paulista
ﬁ’"’"‘“ “Julio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

VAVAOYHYNY || 30

MARIA LUISA DE ALENCAR E SILVA LEITE

BIOESTIMULACAO TRANSDENTINARIA DE CELULAS ODONTOBLASTOIDES
ATRAVES DA APLICACAO DE SINVASTATINA PREVIAMENTE AO USO DO

CIMENTO DE IONOMERO DE VIDRO

Araraquara

2017



7“ UNESP - Universidade Estadual Paulista y
ﬁ'*"‘”’ “Julio de Mesquita Filho”
Faculdade de Odontologia de Araraquara et

MARIA LUISA DE ALENCAR E SILVA LEITE

BIOESTIMULACAO TRANSDENTINARIA DE CELULAS ODONTOBLASTOIDES
ATRAVES DA APLICACAO DE SINVASTATINA PREVIAMENTE AO USO DO

CIMENTO DE IONOMERO DE VIDRO

Dissertacdo apresentada ao programa de Pés-
Graduacdo em Reabilitacdo Oral - Area de
Préotese, da Faculdade de Odontologia de
Araraquara, da Universidade Estadual Paulista
para titulo de Mestre em Reabilitacdo Oral.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto de Souza
Costa

Co-orientadora: Profa. Dra. Diana Gabriela de
Sousa Soares

Araragquara

2017



Leite, Maria Luisa de Alencar e Silva

Bioestimulacdo transdentinaria de células odontoblastoides através
da aplicagdo de sinvastatina previamente ao uso do cimento de
ionbmero de vidro / Maria Luisa de Alencar e Silva Leite.--
Araraquara: [s.n.], 2017

83 f.; 30 cm.

Dissertacdo (Mestrado em Prdtese) — Universidade Estadual
Paulista, Faculdade de Odontologia

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto de Souza Costa

Co-Orientador: Profé, Dr2. Diana Gabriela de Sousa Soares

1. Cimento de iondmero de vidro 2. Polpa dentéaria
3. Sinvastatina I. Titulo

Ficha catalografica elaborada pela Bibliotecaria Ana Cristina Jorge, CRB-8/5036
Servico Técnico de Biblioteca e Documentagao da Faculdade de Odontologia de Araraquara / UNESP




MARIA LUISA DE ALENCAR E SILVA LEITE

BIOESTIMULACAO TRANSDENTINARIA DE CELULAS
ODONTOBLASTOIDES ATRAVES DA APLICACAO DE
SINVASTATINA PREVIAMENTE AO USO DO CIMENTO DE

IONOMERO DE VIDRO

Dissertacdo para obtencao do grau de Mestre

Comisséo julgadora

Presidente e orientador: Prof°® Dr. Carlos Alberto de Souza Costa
2° Examinador: Prof2 Dr2 Ana Claudia Pavarina

3° Examinador: Profé Dr2 Linda Wang

Araraquara, 23 de Fevereiro de 2017.



DADOS CURRICULARES

MARIA LUISA DE ALENCAR E SILVA LEITE

NASCIMENTO: 24/12/1991 — Joédo Pessoa — Paraiba

FILIACAO: Antonio Wellington de Alencar Leite

Carmen Lucia de Lucena e Silva Leite

2010-2015 Graduacdo em Odontologia pela Universidade Federal da
Paraiba
2015-2016 Estagio de Docéncia em Protese Parcial Removivel pela

Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP
Estagio de Docéncia em Patologia Bucal pela Faculdade

de Odontologia de Araraquara — UNESP



Dedicatéria

Dedico este trabalho inteiramente a Deus, que em todos 0s momentos esteve
olhando por mim e me dando for¢cas para seguir e perseverar continuamente. E de
modo especial, agradeco a Ele por tornar essa caminhada mais facil e prazerosa,

colocando pessoas maravilhosas ao meu redor.



Fym/ecimenfox Especim’y

Ao Prof. Dr. Carlos Alberto de Souza Costa por confiar e abrir as portas do
Laboratério de Patologia Experimental e Biomateriais desde o periodo da minha
graduacdo e por aceitar me orientar como aluna de Mestrado. Obrigada pelos
inimeros ensinamentos e por estar presente nos bons e maus momentos durante
essa jornada. Agradeco de coracgdo pelo cuidado que tem por cada uma de nos,

suas orientadas.

A Prof2. Dr2. Diana Gabriela de Sousa Soares por ser mais que uma co-
orientadora, uma amiga e, porque nao, uma irméa mais “velha”. Obrigada por desde o
principio estar me guiando para a trajetdria académica e por se fazer exemplo como
pessoa e profissional. Obrigada por todos os ensinamentos transmitidos, por permitir

meu crescimento académico e por estar caminhando comigo nessa jornada.

A Profa. Dra. Josimeri Hebling pelas contribuicbes prestadas durante o
desenvolvimento do meu projeto de Mestrado, mostrando-se sempre muita solicita e
atenciosa durante todas as etapas de execucdo da pesquisa. Muito obrigada,

professoral

A Profa. Dr2. Denise Madalena Palomari Spolidorio pelas contribuicdes
prestadas durante o desenvolvimento da pesquisa, as quais foram essenciais para o

pleno desenvolvimento desse projeto.

A Profa. Dr2. Fernanda Goncalves Basso por estar presente no meu
primeiro ano de Mestrado me ajudando no que fosse preciso para elaboracdo do
projeto e na aprendizagem das metodologias laboratoriais, bem como, mostrando-se

sempre muito solicita durante todo esse periodo.

Aos meus pais, Antbnio Wellington e Carmen LuUcia, meu eterno
agradecimento por dedicarem suas vidas a mim e a meus irmaos, abrindo méo do
gue fosse preciso para permitir nosso crescimento profissional. Obrigada por serem

meus melhores exemplos como seres-humanos, por me mostrar que a vida, em



todos os seus aspectos, requer muita dedicagado, perseveranca, humildade, amor e
sem duavida, Deus no centro de todas as coisas. Todas as etapas vencidas também

Sao meritos vossos, meus pais! Amo voces!

Aos meus irmédos, Pedro Henrique e Ana Cecilia, pelo cuidado, amor e

apoio constante a mim! Obrigada por serem meus melhores amigos! Amo vocés!

Ao meu namorado, Leonardo, por todo o apoio durante esses anos juntos,
torcendo sempre a cada etapa conquistada e por sonhar junto a mim todas as fases
da vida que ainda estéo por vir. Obrigada por tornar meus dias mais leves e por me

fazer querer ser alguém melhor a cada dia! Te amo!!

Aos meus sogros, Nicola e Cristina, por também se tornarem a minha
familia. Obrigada por tudo que vocés tém feito por mim e pelo carinho imenso

transmitido! Agradeco a Deus por té-los nessa caminhada de vida!! Amo vocés!

As amigas, Carla, Ester, Giovana, Suelen, Thaisa e Uxua por todos os
momentos vividos, pelas conversas e pela ajuda em algum momento no
desenvolvimento deste trabalho. Obrigada pela convivéncia e por todo aprendizado

neste periodo.

As alunas de Iniciacdo Cientifica Caroline e Gabriela, com quem tive a
oportunidade de trabalhar junto, auxiliando em seus projetos. Meninas, muito

obrigada pela convivéncia e pelo crescimento proporcionado.

Aos colegas de Mestrado em Reabilitacdo Oral, do Departamento de
Materiais Odontologicos e Protese, da FOAr-UNESP, por tornarem esse curso de
Mestrado mais leve e mais prazeroso diante de uma turma tdo boa quanto a nossal!

Obrigada pelo apoio e torcida em cada uma de nossas etapas!

Aos familiares e amigos pelas torcida e oracdes prestadas a mim! Obrigada
por fazerem parte da minha vida e todos os momentos compartilhados durante todos

esses anos!



Fymﬁ/ecimenfor

A Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr-UNESP), representada
pela atual Diretora Profé. Dr2. Elaine Maria Sgavioli Massucato e o Vice-Diretor Prof.
Dr. Edson Alves de Campos, que através de todos os seus professores, funcionarios
e alunos, foram fundamentais em minha formacao profissional e pessoal no periodo

de Po6s-Graduacao.

Ao Laboratério de Patologia Experimental e Biomateriais da FOAr-
UNESP, do Departamento de Fisiologia e Patologia, representado pelo coordenador
Prof. Dr. Carlos Alberto de Souza Costa, onde a maior parte desta pesquisa foi

realizada.

Ao Laboratorio de Pesquisa do Departamento de Clinica Infantil da FOAr-
UNESP, representado pela coordenadora Prof2. Dr2. Josimeri Hebling, onde uma

parte deste projeto desenvolvido.

Ao Laboratério de Biologia Molecular e Microbiologia da FOAr-UNESP,
representado pela coordenadora Prof2. Dr2. Denise Madalena Palomari Spolidorio,

onde uma parte esta pesquisa foi realizada.

Ao Departamento de Materiais Odontoldgicos e Protese da FOAr-UNESP.
A todos os professores e funcionarios, agradeco pela disponibilidade, presteza e

respeito que sempre tiveram comigo. Muito obrigada por tudo!

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Reabilitagcédo Oral, do Departamento
de Materiais Odontoldégicos e Prétese da FOAr-UNESP, representado pela
Coordenadora Prof2. Dra. Ana Claudia Pavarina e a Vice-Coordenadora Profé. Dr2,

Renata Garcia Fonseca, por toda acessibilidade durante este periodo.

Aos professores da Disciplina de Patologia Bucal do Departamento de

Fisiologia e Patologia, por terem aberto as portas dentro do Departamento e pelos



inimeros ensinamentos que recebi, em especial ao Prof. Carlos Alberto de Souza
Costa, o qual acompanhei na maior parte das atividades desenvolvidas nos estagios
realizados nesta Disciplina e me deu a oportunidade de ministrar uma de suas aulas
a graduacédo, permitindo minha primeira experiéncia docente numa das maiores

instituicbes do pais. Muito obrigada, professor!

Aos professores da Disciplina de Prétese Parcial Removivel do
Departamento de Materiais Odontolégicos e Protese, da FOAr-UNESP, por
terem aberto as portas da Pds-Graduacdo e me passado inUmeros ensinamentos,
em especial ao Prof. Dr. Ewerton Garcia de Oliveira Mima, o qual acompanhei na

maior parte das atividades desenvolvidas nos estagios realizados nesta Disciplina.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico —
CNPq, pela Bolsa de Mestrado concedida no periodo de margo/2015 a
setembro/2015 (processo: 131183/2015-0).

A Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo - FAPESP,
pela Bolsa de Mestrado concedida no periodo de outubro/2015 a fevereiro/2017
(processo: 2015/15635-7).



Leite MLAS. Bioestimulag&o transdentinaria de células odontoblastoides através da
aplicacdo de sinvastatina previamente ao uso do cimento de iondmero de vidro

[Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

RESUMO

O objetivo geral da presente pesquisa foi avaliar se o pré-tratamento da dentina com
sinvastatina (SV) antes de aplicar o cimento de inbmero de vidro (CIV) permitiria a
difusdo transdentinaria desta droga em concentracbes capazes de promover
aumento da capacidade de células odontoblastéides em depositar e mineralizar
matriz de dentina. No Estudo 1, foram determinadas concentra¢gdes de sinvastatina
gque fossem bioativas e citocompativeis quando em contato com células
odotoblastéides MDPC-23. Duas concentracdes (0,01 e 0,1 uM) e trés tempos de
tratamento (24 h, 72 h e continuo — até 14 dias) foram avaliados. No Estudo 2,
diante da confirmacao da hipétese da difusdo transdentinaria da SV por analise em
cromatografia liqguida em espectro de massa (LC-MS/MS), concentracfes de 2,5 e
1,0 mg/mL foram selecionadas para avaliacdo do efeito bioativo transdentinario
sobre células odontoblastéides MDPC-23 apds pré-tratamento ou ndo da superficie
dentindria com EDTA. Também nesse estudo foi avaliada a acdo antimicrobiana
(teste de disco-difusdo) das concentracoes de 2,5 e 1,0 mg/ml de SV sobre
Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophilus. No Estudo 3, a concentracdo que
apresentou os melhores resultados no estudo anterior foi selecionada para avaliacao
do efeito bioativo transdentinario sobre células MDPC-23 associado ao protocolo de
forramento cavitario com Ketac Molar (3M ESPE). Nos estudos que avaliaram o
efeito bioativo da SV foram analisados o0s seguintes parametros celulares:
viabilidade celular (MTT), atividade de ALP (timolftaleina monofosfato) e deposicao
de matriz mineralizada (alizarin red) (n = 6). A concentragdo de 2,5 mg/ml de SV
também foi selecionada para avaliacdo da resisténcia de unido ao
microcisalhamento do CIV Ketac Molar a dentina, aplicando-a sobre a dentina pré-
tratada ou ndo com EDTA. Os dados foram submetidos aos testes ANOVA e Tukey
(p < 0,05). Os resultados do Estudo 1 demonstraram que baixas concentracdes de
SV em curto periodo de tratamento apresentaram efeito bioativo e citocompativel
sobre células odontoblastbides MDPC-23. Em sequéncia, o0s estudos

transdentinarios demonstraram aumento na atividade de ALP e na deposi¢cdo de



matriz mineralizada quando a dentina foi tratada com SV; no entanto, apenas a SV
2,5 mg/mL, associada ou ndo ao EDTA, resultou em valores significativamente
superiores ao controle negativo, para ambos os parametros testados. Desta forma, a
concentracdo de 2,5 mg/mL de SV foi selecionada para realizacdo dos experimentos
subsequentes, onde foi possivel observar que o forramento da dentina com CIV,
realizado apds tratamento do substrato com EDTA e SV apresentou a melhor
resposta quanto a expressdo dos marcadores fenotipicos testados. De modo
complementar, observou-se acao antimicrobiana da SV nas concentracfes testadas
contra as linhagens avaliadas e que o pré-tramento da dentina com EDTA
previamente a aplicagdo da SV resultou em valores de resisténcia de unido
significativamente superiores comparado ao tratamento isolado com SV. Assim,
conclui-se que o tratamento da dentina com SV previamente ao forramento do
substrato com CIV € capaz de aumentar a capacidade de células odontoblastoides

em depositar matriz mineralizada rica em calcio.

Palavras-chave: Cimento de ionébmero de vidro. Polpa dentaria. Sinvastatina.



Leite MLAS. Trasnsdentinal biostimulation of odontoblast-like cells after applying
simvastatin followed by glass-ionomer cement [Dissertacdo de Mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

ABSTRACT

The aim of the present study was to determine whether the treatment of dentin with
simvastatin (SV) before application of glass-ionomer cement (GIC), allows
transdentinal diffusion of this drug at bioactive concentration capable of increasing
the potential of odontoblast-like cells to deposit and mineralize dentin matrix. In the
1st study, the dose-response and time-course of SV were determined for the
odontoblast-like MDPC-23 cells. Two concentrations (0.01 and 0.1 pyM) of SV and
three treatment times (24 h, 72 h and continuous — up to 14 days) were evaluated. In
the 2nd study, the SV transdentinal diffusion hypothesis was confirmed by liquid
chromatography mass spectrometry (LC-MS / MS). Then, concentrations of 2.5 and
1.0 mg/ml were selected to evaluate the transdentinal bioactivity of this drug with
MDPC-23 cells, when dentin was treated or not with EDTA. Also in this study the
antimicrobial activity (disc diffusion assay) of 2.5 and 1.0 mg/ml SV against
Streptococcus mutans and Lactobacillus acidophilus was evaluated. In the 3rd study,
the 2.5 mg/mL SV was selected to analyze the bioactivity of dentin treatment with SV
followed by lining with Ketac Molar (3M ESPE). In all the studies, the following cell
parameters were analyzed: cell viability (MTT), ALP activity (thymolphthalein
monophosphate) and mineralized matrix deposition (alizarin red) (n=6). The
concentration of 2.5 mg/ml SV was selected to evaluate dentin microshear-bond
strength of GIC Ketac Molar when applied on dentin conditioned or not with EDTA.
Data were submitted to ANOVA and Tukey test’'s (p<0.05). The results of the 1st
study demonstrated that exposing MDPC-23 to low concentrations of SV during short
periods of time resulted in a bioactive effect associated with no toxicity to cultured
cells. In the transdentinal study, it was detected an increase on ALP activity and
mineralized matrix deposition when dentin was treated with SV; however, only SV 2.5
mg/ml, associated or not to EDTA, resulted in values significantly higher than
negative control for both cell parameters. Finally, it was observed that lining dentin
with GIC associated with pre-treatment with EDTA and SV 2.5 mg/ml resulted in the

best cell responses regarding the expression of odontoblastic phenotypic markers. In



addition, SV featured antimicrobial activity at both tested concentrations against the
bacterial strains evaluated. Finally, pre-treatment of dentin with EDTA + SV resulted
in significantly higher bond strength values compared to SV treatment. Therefore,
based upon the methodology employed in the present in vitro, it was possible to
concluded that the treatment of dentin substrate with a specific concentration of
simvastatin before application of glass-ionomer cement enhances the capability of

odontoblast-like cells to deposit calcium-rich mineralized matrix.

Key-words: Glass-ionomer cement. Dental pulp. Simvastatin.
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1 INTRODUCAO

A Odontologia Restauradora Contemporanea tem como objetivo basico o re-
estabelecimento da funcado e estética ao elemento dental, associado a manutencao
da salde e homeostasia do complexo dentino-pulpar (Cooper et al.'?, 2010). Nesta
situacdo especifica, a restauracdo de cavidades muito profundas ainda representa
um desafio, sendo o uso de materiais dentarios forradores biocompativeis
considerado primordial para manutencédo da vitalidade do elemento dental (de Souza
Costaet al.'®2% 2002, 2007). No entanto, o material dentario ideal para proceder o
forramento de cavidades profundas deve apresentar, além de biocompatibilidade,
um conjunto de propriedades capazes de garantir o sucesso clinico a longo prazo,
tais como atividade antimicrobiana, adequada resisténcia mecanica, baixa
solubilidade, ser isolante térmico e elétrico, promover o selamento da dentina,
apresentar adesdo as estruturas dentaria e co-polimerizacdo com o material
restaurador (de Souza Costa et al.?%, 2007; Hebling et al.3%, 2010; Hilton3?, 2002).

Na atualidade, os conhecimentos de biologia pulpar associados aos conceitos
modernos e notavel evolucdo nos campos da engenharia tecidual e biotecnologia,
tornaram-se imprescindiveis para que o material a ser aplicado sobre dentina de
cavidades profundas também apresente potencial bioativo, estimulando o processo
de regeneracéo/reparacdo do tecido pulpar (Wataha’®, 2012). Desta forma, o
desenvolvimento de biomateriais forradores capazes de interagir com a dentina e
atuar positivamente na manutencédo da vitalidade da polpa, através da modulacdo de
suas células especificas, tem sido a proposta de inUmeras pesquisas nos ultimos
anos (Ferracane et al.?%, 2010).

Os materiais dentarios empregados atualmente para forramento de cavidades
profundas néo apresentam todas as propriedades ideais requeridas para tal
procedimento, particularmente quanto a bioatividade em relacdo as células pulpares
(Ferracane et al.?%, 2010). Os cimentos de hidréxido de célcio tém sido descritos por
alguns pesquisadores como indutores do processo de esclerose dentinaria e
deposicdo de dentina reacional pelos odontoblastos, sendo este efeito atribuido a
sua alcalinidade, a qual promove a dissolucdo de proteinas bioativas da dentina,
com consequente bioestimulacdo dos odontoblastos (Sangwan et al.®%, 2013; Simon

et al.%°, 2011). Entretanto, estudos histopatolégicos realizados em dentes humanos
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demonstram que a aplicagdo de cimento de hidroxido de célcio em cavidades com
espessura de remanescente dentinério inferior a 0,5 mm n&o estimulou a deposi¢céo
de dentina terciaria apds 30 e 85 dias da sua aplicagdo (Costa et al.*415, 2003, 2011;
de Souza Costa et al.*820, 2002, 2007). Além disso, os cimentos de hidréxido de
calcio ndo aderem as estruturas dentarias, apresentam baixa resisténcia mecéanica e
elevada solubilidade, o que faz com que estes materiais sejam dissolvidos ao longo
do tempo, tornando o substrato dentinario propenso a re-colonizacao bacteriana e
consequente recidiva de carie (Schuurs et al.®3, 2000).

Diante das caracteristicas negativas dos cimentos de hidroxido de calcio, os
cimentos de iondmero de vidro, modificados ou nao por resina, tém sido
recomendados como materiais forradores/bases cavitarias, principalmente devido as
melhores propriedades mecéanicas e menores indices de solubilidade. Ainda, os
ClVs apresentam modulo de elasticidade semelhante a dentina, atividade
antimicrobiana, liberacédo de fllor, adesdo ao substrato dentinario (Hilton33, 2009;
Mitra et al.*®, 2009; Xie et al.?%, 2010) e biocompatibilidade com o complexo dentino-
pulpar (Costa et al.t*'% 2003; 2011; de Souza Costa et al.?°, 2007; Six et al.®®,
2000). No entanto, estes cimentos ionoméricos ndo apresentaram bioatividade
mesmo apds longos periodos em contato com dentina profunda (Costa et al.*315,
2003; 2011; de Souza Costa et al.?°, 2007; Six et al.56, 2000). Dentro deste contexto,
o desenvolvimento de novos biomateriais ou 0 aprimoramento dos materiais
dentarios atualmente disponiveis no mercado, visando conferir bioatividade com o
complexo dentino-pulpar, seria de grande interesse, particularmente para situacdes
clinicas onde ha exposicdo de dentina muito proxima ao tecido pulpar (Ferracane et
al.6, 2010; de Souza Costa et al.?t, 2014).

Alguns pesquisadores tém sugerido o uso de substancias bioativas como
potenciais coadjuvantes para o procedimento clinico de forramento de cavidades
profundas (Min et al.#’, 2010; Okamoto et al.>*, 2009). Dentre as substancias
estudadas, a sinvastatina, droga vastamente empregada no tratamento de
hipercolesterolemia, tem emergido como um potente bioestimulador do processo de
deposicdo e mineralizacdo de matriz rica em colageno (Karanxha et al.%8, 2013; Min
et al.*’, 2010; Okamoto et al.>4, 2009; Tanigo et al.”?, 2010; Wadagaki et al.”’, 2011).
Desta forma, o objetivo geral do presente estudo foi associar o protocolo de
forramento cavitario com CIV ao pré-tratamento da superficie dentinaria com

sinvastatina, visando a difusdo transdentinaria desta droga em concentracdes
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capazes de promover aumento da capacidade de células pulpares em depositar e

mineralizar matriz dentinéaria.



20

2 REVISAO DA LITERATURA

A sinvastatina pertence ao grupo das estatinas, as quais sao conhecidas
como inibidores da hidroximetilglutaril-coenzima A redutase, possui a capacidade de
inibir a transformacdo da HMG-CoA redutase em acido mevalbnico, precursor do
colesterol. Assim, apresentam-se como a primeira linha de drogas para o tratamento
de hiperlidemia. Por se tratar de uma droga segura e de custo relativamente baixo,
esta tem sido amplamente usada para tais fins (Liao, Laufs*4, 2005; Maeda et al.*5,
2001). Concomitante a isso, diversos efeitos pleiotropicos tém sido observados com
0 uso dessa substancia, incluindo agdo anti-inflamatéria (Kwak et al.*?, 2000; Sakoda
et al.%°, 2006), inducdo de angiogénese e melhoria da funcdo celular do endotélio
vascular (Min et al.#’, 2010; Nishimoto-Hazuku et al.>?, 2008; Van Nieuw Amerongen
et al.”#, 2000; Xu et al.®, 2009).

Estudos in vitro demonstraram que o contato direto da sinvastatina com
células 6sseas e suas precursoras, promove aumento significativo na expressao de
marcadores fenotipicos de osteoblastos, bem como aumento na deposi¢do de matriz
mineralizada (Tanigo et al.”?, 2010; Wadagaki et al.”’, 2011). O mecanismo de acéo
esta envolvido com a melhora das caracteristicas fenotipicas dos osteoblastos pelo
aumento na expressao de BMP-2 e CBFal; e antagonicamente, pela diminuicdo da
proliferacdo e diferenciagcdo de osteoclastos ao suprimir a expressdao de RANKL
(Ayukawa et al.?, 2009; Dai et al.1?, 2014).

Alguns pesquisadores relataram que células tronco pulpares tratadas com
sinvastatina apresentaram aumento significativo na diferenciacdo odontogénica e na
deposicdo de matriz mineralizada (Karanxha et al.%8, 2013; Min et al.*’, 2010;
Okamoto et al.%%, 2009). O mecanismo de acédo da sinvastatina na diferenciacédo
odontoblastica ndo € completamente conhecido; porém, ja foi demonstrado que este
fenbmeno esta relacionado com a ativagdo da via de sinalizagdo MAPK/ERK,
mecanismo similar ao observado para diferenciagcdo odontoblastica via fatores de
crescimento como TGF-B e BMP-2 (Karanxha et al.%8, 2013). A via ERK é um
mediador essencial na proliferacéo e diferenciacdo celular, em células 6sseas (Chen
et al.!1, 2010), células do ligamento periodontal (Kin et al.®%, 2011) e células pulpares
(Karanxha et al.8, 2013).
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Okamoto el al.>* (2009) demonstraram que a sinvastatina acelerou (in vitro) a
diferenciacdo odontogénica de células-tronco da polpa dental humana levando a
formacéo de tecido mineralizado in vivo. Min et al.#’ (2010) sugeriram que o aumento
da formacdo de matriz mineralizada in vitro associada a sinvastatina esteve
relacionado aos seus efeitos sobre a diferenciagdo odontogénica de células pulpares
humanas, sendo que esta substancia atuou na indug¢édo da angiogénese através de
um mecanismo que envolve a acdo da HO-1 e seu produto CO. Foi observado
também que quando associada ao MTA contendo Oxido de bismuto, a sinvastatina
aumentou a proliferacdo e a diferenciagdo de células HDPCs, bem como a
deposicdo de nodulos de mineralizacdo, sendo sugerido como um interessante
material para uso no capeamento pulpar direto (Lee et al.*3, 2012). No estudo
realizado por Varalakshmi et al”®. (2013), a adigdo de sinvastatina em cimento de a-
tricélcio fosfato promoveu, em células pulpares em cultura, aumento da atividade de
ALP e da expressdo génica de marcadores da diferenciacdo odontoblastica.
Hidrogéis biodegradaveis associado a sinvastatina quando mantidos em contanto
com células hDSPCs in vitro também resultaram em aumento na atividade de ALP,
deposicao de célcio e a expressdo de BMP-2. Ainda, quando implantados em regido
subcutanea de ratos, estes biomateriais aumentaram a expressdo de sialoproteina
dentinaria e a deposicédo de matriz mineralizada (Miyazawa et al.*%, 2015).

O efeito do contato direto da sinvastatina com o tecido pulpar foi avaliado em
estudo histopatolégico (Asl Aminabadi et al.l, 2013). Trés concentracdes de
sinvastatina (1, 5 e 10 yM) misturadas em um p6 de carboximetilcelulose de sodio
(material inerte), foram aplicadas sobre o tecido pulpar de dentes deciduos
humanos, sendo a reacdo inflamatéria e a deposicdo de tecido mineralizado
comparados com aqueles observados em dentes submetidos ao capeamento pulpar
com po6 de hidréxido de calcio. As menores concentragdes de sinvastatina induziram
maior deposicdo de matriz dentinaria e causaram menor inflamagdo ao tecido
pulpar. Todavia, reparacdo com limitada inflamacgéo e notavel formacdo de tecido
dentinario ocorreu em uma taxa mais baixa quando a sinvastatina foi usada,
comparado ao hidréxido de calcio (Asl Aminabadi et al.l, 2013). Jia et al*’. (2016)
também demonstraram aumento da mineralizagédo in vivo quando a sinvastatina (1
MM) foi aplicada em dentes de cdes submetidos a pulpotomia, atuando de modo
positivo no reparo pulpar. Entretanto, esta concentracdo suprimiu a proliferacéo de

células hDSPCs in vitro. Desta forma, foi possivel observar que a sinvastatina tem
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sido capaz de estimular a deposicdo de dentina terciaria in vivo; no entanto, este
efeito foi associado a reacdo inflamatoria no tecido pulpar e a reducdo da
proliferacdo celular, que podem estar relacionadas a uma liberacdo rapida de
elevadas concentracdes desta substancia.

Assim, a liberacdo gradual de baixas concentracbes de sinvastatina parece
ser desejavel. Estudos recentes avaliaram a inclusdo desta substancia bioativa em
materiais para regeneracdo 0ssea, com 0 objetivo promover a liberacdo gradual da
mesma e acelerar o reparo 6sseo. Quando a sinvastatina foi adicionada em
scaffolds compostos por polimeros sintéticos ou hidrogéis de gelatina, ocorreu
liberacdo lenta e gradual de SV associado ao aumento na diferenciacdo de
osteoblastos e mineralizacdo extracelular in vitro, sendo observado ainda formacgéo
de tecido 6sseo em sitios ectépicos in vivo (Pullisaar et al.>6%7, 2013, 2014; Tanigo et
al.”?, 2010; Wadagaki et al.””, 2011). A adicdo da sinvastatina em materiais a base
de sulfato de calcio também foi capaz de promover a diferenciacdo osteogénica de
células mesenquimais provenientes da medula 6ssea, bem como de estimular a
regeneracdo em defeitos 6sseos criados em calvaria de ratos (Huang et al.3*, 2014;
Mundy et al.®%, 1999; Nyan et al.>3, 2007). Estudos in vitro também demonstraram
que a diferenciacdo odontogénica é mais pronunciada quando baixas concentracdes
de sinvastatina (0,01 a 0,1 pM) s&o empregadas, enquanto que elevadas
concentracées (1 a 10 yM) causam efeitos citotdxicos (Karanxha et al.*®, 2013; Min
et al.#’, 2010; Okamoto et al.>4, 2009; Saewong et al.%®, 2013).

Apesar de existir na literatura estudos demonstrando a agao bioestimuladora
da sinvastatina como coadjuvante no processo de reparo do tecido pulpar, ndo ha
estudos abordando a sua aplicacdo no capeamento pulpar indireto. Esse interesse é
dado em virtude dos materiais dentarios empregados atualmente para forramento de
cavidades profundas n&o apresentarem todas as propriedades ideais requeridas
para tal procedimento, particularmente quanto a bioatividade sobre células pulpares
(Ferracane et al.?®, 2010). Em casos de cavidades muito profundas, o procedimento
de capeamento pulpar indireto (CPI) tem como objetivo induzir a deposicdo, de
forma rapida e efetiva, de dentina reacional na base da parede pulpar da cavidade,
reduzindo assim o risco de agentes toxicos provenientes de materiais restauradores
e/ou microrganismos alcancarem a polpa via transdentinaria (Ferracane et al.?®,
2010; de Souza Costa et al.?%, 2014). Dessa forma, a utilizacdo da sinvastatina como

coadjuvante a técnica de forramento cavitario poderia permitir o retorno da polpa a
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sua condicdo de homeostasia e consequentemente manter a preservagdo da
vitalidade pulpar.

Dentre o0s materiais dentarios atualmente disponiveis no mercado
odontologico, os CIVs parecem ser 0s mais vantajosos como forradores cavitarios
por ja apresentarem diversas propriedades ideais requeridas para tal procedimento.
Biocompatibilidade com o tecido pulpar de dentes humanos foi demonstrada em
estudos histopatoldgicos quando CIV modificado por resina foi aplicado em
cavidades com espessura do remanescente dentinario (ERD) entre 0,2 e 0,5 mm.
(Costa et al.*3>15 2003, 2011; de Souza Costa et al.?°, 2007). Com relacdo ao CIV
convencional, foi demonstrada biocompatibilidade em polpa de ratos quando o
mesmo foi aplicado em cavidades com similar ERD (Six et al.®6, 2000). Somado a
isso, a adesdo quimica a estrutura dental, formada através de ligacfes idnicas entre
os grupos carboxilicos presentes no CIV e os ions Ca?* presentes no substrato
dentario (Sidhu, Nicholson®, 2016; Tyas’3, 2006), tem demonstrando melhorar a
longevidade das restauracdes quando comparado a outros agentes forradores
(Foley et al.?’, 2004; Taifour et al.”%, 2002). Ainda, a liberacédo de fllor e a inibicdo de
microrganismos acidogénicos pelos CIVs parecem favorecer a remineralizacdo
dental e diminuir a ocorréncia de cérie secundaria (Foley et al.?’, 2004; Sidhu,
Nicholson®4, 2016).

Dessa forma, surge a hipotese de que o tratamento da dentina profunda com
sinvastatina previamente a aplicacdo do CIV poderia bioestimular os odontoblastos a
depositar dentina reacional na base da parede pulpar, protegendo a polpa de
agressdes futuras e preservando a homeostasia do complexo dentino-pulpar.
Entretanto, para que se estabeleca uma formulacdo adequada da sinvastatina para
uso no CPI como agente indutor da dentinogénese reacional, € necessario que esta
droga se difunda via transdentinaria em uma concentragdo com adequada
bioatividade. Assim, o estabelecimento dessa nova terapia trara grandes beneficios
para a Odontologia Conservadora Contemporanea, especialmente em situagdes de

cavidades muito profundas.
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3 PROPOSICAO

O presente trabalho de pesquisa teve como objetivo geral avaliar o
possivel efeito bioativo transdentinario da sinvastatina sobre células

odontoblastéides MDPC-23 em cultura.

3.1 Objetivos especificos

Estudo 1 - Determinacdo da concentracdo de sinvastatina e do tempo de
tratamento capaz de tornar esta substancia n&do téxica e ao mesmo tempo

bioativa para as células odontoblastoides MDPC-23

1. Determinar a concentracdo de sinvastatina que apresente bioatividade para
as células odontoblastoides MDPC-23, bem como o tempo de contato desta

substancia que nao cause toxicidade para esta mesma linhagem celular.

Estudo 2 - Avaliacdo do pré-tratamento da dentina com sinvastatina
1. Avaliar a difuséo transdentinaria da sinvastatina;

2. Determinar o efeito bioativo transdentinario da sinvastatina sobre células
odontoblastoides MDPC-23 em cultura;
3. Analisar a agdo antimicrobiana da sinvastatina sobre microrganismos

envolvidos no desenvolvimento e evolucao da doenca cérie.

Estudo 3 - Avaliagdo do pré-tratamento da dentina com sinvastatina como
coadjuvante ao protocolo de forramento cavitario com cimento de ionbmero de

vidro

1. Determinar o efeito bioativo transdentinario da sinvastatina sobre células
odontoblastéides MDPC-23 quando da aplicagcdo desta substancia sobre a
dentina, previamente ao uso do cimento de iondbmero de vidro;

2. Avaliar a resisténcia de unidao do cimento de iondbmero de vidro a dentina

guando do pré-tratamento do substrato dentinario com sinvastatina.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Estudo 1: Determinagcdo da concentracdo de sinvastatina e do tempo de
tratamento capaz de tornar esta substancia n&do toxica e ao mesmo tempo
bioativa para as células odontoblastoides MDPC-23

4.1.1 Cultura celular

Células imortalizadas de linhagem odontoblastica MDPC-23 foram cultivadas
em garrafas plasticas de 75 cm? (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA) em meio de
cultura DMEM (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) contendo 10% de soro
fetal bovino (GIBCO, Grand Island, NY, EUA), 100 IU/mL de penicilina, 100 pg/mL
estreptomicina e 2 mmol/L de glutamina (GIBCO, Grand Island, NY, EUA) em uma
atmosfera umedecida a 37°C, com 5% de CO:2 e 95% de ar. As células foram
subcultivadas a cada trés dias na densidade de 3 x 10* células/cm?.

4.1.2 Procedimento experimental

Células MDPC-23 foram semeadas em placas de 96 compartimentos (TO) em
DMEM com 10% de SFB, na densidade de 2.500 células/compartimento durante 24
horas a 37°C e 5% CO2. ApoOs este periodo, as células foram submetidas a
diferentes tratamentos (T1), de acordo com 0s grupos experimentais demonstrados
na Tabela 1. Dessa maneira, as células foram incubadas em meio de cultura DMEM
com 10% de SFB, suplementado ou ndo com sinvastatina, por periodos de até 14

dias.
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Tabela 1 - Grupos experimentais de acordo com a concentracdo de sinvastatina (SV) e
periodo de tratamento.

Grupos Concentracéo de SV Periodo de tratamento

Controle negativo (CN) - Continuo
SV 0,01 - 24h 0,01 uM 24 horas

SV 0,01 -72h 0,01 uM 72 horas

SV 0,01 - Cont 0,01 uM Continuo

SV 0,1 -24h 0,10 uM 24 horas

SV 0,1-72h 0,10 uM 72 horas

SV 0,1 - Cont 0,10 uM Continuo

Fonte: Elaboragéo prépria.

Nos grupos com tratamento de sinvastatina por 24 horas e 72 horas,
decorrido este periodo de contato, as células foram cultivadas em meio de cultura
sem adicdo da droga até completar os periodos de analise. Nos grupos com
tratamento continuo de sinvastatina, as células foram cultivadas em meio de cultura
com adicdo da droga durante todo o periodo experimental. O grupo controle
negativo foi mantido em meio de cultura DMEM completo. O delineamento

experimental esta demonstrado na Figura 1.

Figura 1 - Delineamento experimental.

24h
+ » 3 dias
+ > 5 dias .
_ 24h 7 dias
) - » l4dias
TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
CULTIVO ADICﬁO = VIABILIDADE *  VIABILIDADE * ATIVIDADE DEALP : X‘II?\I:II[L)E[?EEJEALP . :_:ﬁ:é:fﬁ;:cﬁo
MDPC-23 v «  MINERALIZACAO
1) PRE-TRATAMENTO ——> 24h
COM SV » + 72h
2) TRATAMENTO CONTINUO « Até 14 dias

COM sV

Fonte: Elaboracao prépria.

4.1.3 Avaliacéo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de MTT (n=6) ap6s 1, 3, 7 e 14

dias (T2, T3, T5, T6). Em cada periodo de analise, as células foram incubadas por 4
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horas em DMEM suplementado com 10% da solugdo de MTT (5 mg/ml; Sigma
Chemical Co). ApOs este periodo, o meio foi sugado e os cristais de formazan
produzidos foram dissolvidos em 200 pL de solucdo de isopropanol acidificado,
sendo a absorbancia mensurada a 570 nm. O valor médio de absorbancia do grupo
controle negativo no periodo de 1 dia foi considerado como 100% de viabilidade
celular, sendo os valores em porcentagem dos demais grupos calculados a partir

deste parametro.

4.1.4 Avaliacao da atividade de fosfatase alcalina (ALP)

A atividade de ALP foi avaliada pelo teste de timolftaleina monofosfato (n = 6)
nos periodos de 5 e 7 dias (T4, T5), por meio do protocolo do Kit de Fosfatase
Alcalina — Ensaio de Ponto Final (Labtest Diagnostico S.A., Lagoa Santa, Minas
Gerais, Brasil). A cada periodo de andlise, uma solugdo de lauril sulfato de sédio
0,1% (Sigma Chemical Co., Sant Louis, MO, EUA) foi aplicada sobre as células a fim
de promover a lise celular. Para a quantificacdo da dosagem de ALP, uma aliquota
da reacao de lise foi transferida para tubos contendo timolftaleina monofosfato (22
mmol/L) a 37°C. Em seguida, um reagente de cor (carbonato de sédio 94 mmol/L e
hidréxido de sddio 250 mmol/L) foi adicionado, sendo a absorbancia mensurada a
590 nm. Para a normalizacdo da ALP, foi realizada a quantificacdo da dosagem de
proteina total. Assim, outra aliquota da reacdo de lise foi transferida para tubos
contendo Solucdo de Reagente de Lowry (Sigma Chemical Co., Sant Louis, MO,
EUA), a qual ficou em contato por 20 minutos a 25 °C. Em seguida, solucéo de Folin
e Ciocalteau’s Phenol Reagent (Sigma Chemical Co., Sant Louis, MO, EUA) foi
adicionada, permanecendo em contato por 30 minutos, sendo entdo, a absorbancia
mensurada a 655 nm. A dosagem de ALP e proteina total foram obtidas a partir de
uma curva padréo, e o valor da atividade de ALP foi calculada a partir da diviséo dos
valores da dosagem da ALP pelo da proteina total. Estes valores foram
transformados em porcentagem, considerando-se o grupo CN no periodo de 5 dias
como 100% de atividade de ALP.
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4.1.5 Avaliagdo da deposicao de matriz mineralizada

A deposicao de matriz mineralizada foi avaliada pelo teste de Alizarin Red (n
= 6) aos 7 e 14 dias (T5, T6). A cada periodo de analise, as células foram fixadas
com etanol 70% a 4°C por 1 hora, seguido de lavagem com agua deionizada, e
incubagéo com solucdo de Alizarin Red (40 mM, pH 4,2; Sigma Chemical Co., Sant
Louis, MO, EUA) por 15 minutos sob agitacdo. Apos este periodo, as células foram
lavadas com &gua deionizada, e a formacdo dos nddulos foi avaliada por
microscépio de luz (Olympus BX51TF, Tékio, Japdo). Imagens da formacdo de
nédulos de mineralizagdo foram obtidas em um aumento de 4x. Em seguida, foi
aplicada a solucao de cloreto de cetilpiridineo (10 mM, pH 7.0; Sigma Chemical Co.,
Sant Louis, MO, EUA) por 15 minutos para dissolu¢cdo dos nddulos, sendo a
absorbancia da solugéo resultante avaliada a 560 nm. Para esta analise, o grupo CN
aos 7 dias foi considerado como 100% de marcacao.

4.2 Estudo 2: Avaliacdo do pré-tratamento da dentina com sinvastatina

4.2.1 Obtencao dos discos de dentina

Apos o consentimento do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP (ANEXO A; N° do Processo:
51908415.3.0000.5416), molares humanos extraidos foram obtidos, os quais foram
imersos em Timol 0,1% e submetidos a remocéo de restos de ligamento periodontal.
Da coroa de cada dente, foi obtido um disco de dentina da regido mais profunda,
utilizando-se para isto uma cortadeira metalografica (ISOMET 1000, Buehler Ltda.,
Lake Bluf, IL, EUA) acoplado a um disco de diamante (11-4254, 4’x 0,012”/ série
15LC, Diamond Wafering blade, Buehler Ltda.). As superficies dos discos de dentina
foram lixadas e regularizadas com lixas d’agua de granulagéao 400 e 600 (T469-SF-
Noton, Saint-Gobam Abrasivos Ltda., Jundiai, SP, Brasil) até a obtencdo de uma
espessura de 0,1 mm, avaliada por meio de paquimetro digital (Modelo 500-144B,
Mitutoyo Sul América Ltda. SP, Brasil). Os discos de dentina sofreram reducdo da
sua area total com ponta diamantada cilindrica (nUmero 1095 - KG Sorensen) em
alta rotacdo, com acabamento em baixa rotacéo, de tal forma que o diametro final

dos discos fosse de 8 mm.
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Para a correta interpretacdo dos resultados, foi realizada a medicdo dos
indices iniciais de filtracdo para todos os discos de dentina previamente ao inicio dos
ensaios transdentinarios. Este cuidado permite padronizar os testes, ja que diminui a
interferéncia da estrutura da dentina, proveniente de variacdes anatdbmicas dos
diferentes discos. Previamente a medi¢cdo da condutancia hidraulica, foi aplicada a
solucdo de EDTA 0,5 N em cada superficie dos discos por 30 segundos para
remocao da smear-layer, seguido de lavagem com agua deionizada pelo mesmo
periodo. Os discos foram adaptados em camara de filtracdo e foi deixado passar
dgua pelo periodo de 5 minutos, para limpeza dos discos. Apds andlise da
condutancia hidraulica, os discos foram distribuidos nos grupos experimentais, de
modo que ndo houvesse diferenca estatisticamente significante entre os valores
numeéricos meédios obtidos. O valor médio de permeabilidade de 12 mm/min foi
empregado para todos 0s experimentos subsequentes. A seguir, cada disco foi
adaptado a camara pulpar artificial (CPA), estando interposto por dois anéis de
silicone e vedado perifericamente com cera (Figura 2). Cada conjunto disco-CPA foi
embalado individualmente e submetido a esterilizacdo em Oxido de etileno para a

realizacdo dos testes transdentinarios.

Figura 2 - Esquema representativo do disco de dentina adaptado a camara pulpar
artificial (CPA).
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Fonte: Elaboragéo prépria.

4.2.2 Quantificacdo da difuséo transdentinéaria da sinvastatina

Com o objetivo de confirmar a hipotese da difusdo transdentinaria de
sinvastatina, selecionou-se uma concentracdo de 1 mg/ml (2400 pM em metanol)

desta substancia para o teste de quantificacdo. Assim, conjuntos disco/CPA com
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diferentes permeabilidades (n=3) foram posicionados em placas de 24
compartimentos de forma invertida, sendo 2 mL de PBS (GIBCO, Grand Island, NY,
EUA) adicionados. Em seguida, as CPAs foram giradas dentro do compartimento
das placas, sendo um total de 1 mL removido para promover exposicao da superficie
de dentina, sobre a qual foi realizada a aplicagdo de 20 pL da solugdo 1 mg/ml de
SV. Desta forma, o PBS permaneceu em intimo contato com a dentina, e assim, os
componentes capazes de se difundir via transdentinaria se acumularam nessa
solucdo, denominada, neste momento, de extrato. Apds 24 horas de incubacao a
37°C, o extrato foi transferido para um vial de vidro para anélise em cromatégrafo
liquido (Agilent Technologies 1200 Series - Englewood, CO, USA) acoplado ao
espectrometro de massa (3200QTRAP - AB SCIEX, Ontario, CA), tendo-se como
parametro o peso molecular da sinvastatina (418,566 g/mol). A concentracdo de SV
nos extratos foi calculada por meio de uma curva padrdo. Apos esta andlise (Figura
3), foi realizado calculo para determinagdo da massa de SV e do percentual médio
de sinvastatina capaz de se difundir através da estrutura de dentina, para
determinacdo das concentracfes a serem aplicadas no pré-tratamento do substrato

dentinario realizado nos estudos subsequentes.

Figura 3 - Equipamento utilizado para quantificagdo da sinvastatina em
espectro de massa. Cromatografo Agilent Technologies 1200 Series e
espectrometro de massas 3200QTRAP - AB SCIEX.
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Fonte: Elaboracéao prépria.
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4.2.3 Estudo piloto para determinacéo da concentracéo de SV

4.2.3.1 Procedimento experimental

De acordo com o0 experimento prévio de quantificagdo da difusdo
transdentinaria de sinvastatina, quatro concentragcbes dessa droga foram
selecionadas para o estudo piloto com a finalidade de avaliar o feito bioativo
transdentinario sobre células MDPC-23. Assim, essas células foram semeadas em
placas de 96 compartimentos em DMEM com 10% de SFB, na densidade de 2.500
células/compartimento durante 24 horas a 37°C e 5% COz2. Os conjuntos disco/CPA
foram posicionados em placas de 24 compartimentos de forma invertida, sendo 2 mL
de DMEM com 10% de SFB adicionados. Em seguida, as CPAs foram giradas
dentro do compartimento das placas de cultura, sendo um total de 1 mL removido
para promover exposicdo da superficie de dentina (Figura 4), sobre a qual foram
realizados os protocolos de pré-tratamento descritos na Tabela 2. Este procedimento
foi realizado com o objetivo de evitar a formac&o de bolhas na superficie inferior do
disco de dentina. Desta forma, o meio de cultura permaneceu em intimo contato com
a dentina, e, assim, os componentes do pré-tratamento capazes de se difundir pela
dentina se acumularam no meio de cultura, denominado neste momento de extrato.
Apoés 24 horas do término dos protocolos de pré-tratamento, os conjuntos disco/CPA
foram removidos, sendo todo extrato provenientes de 6 conjuntos disco/CPA
coletado e distribuido em aliquotas de 100 uL, as quais foram aplicadas por um
periodo de 24 horas (37°C e 5% de COz2) sobre as células previamente semeadas
em placas de 96 compartimentos (Figura 5). ApGs o tempo de contato com o extrato,
este foi aspirado, sendo as células mantidas em DMEM com 10% SFB (37°C e 5%
de CO) até a realizacdo de cada protocolo experimental, sendo o meio trocado a
cada 24 horas.



Figura 4 - A - Conjuntos disco/CPA posicionados em placa de 24 compartimentos de
forma invertida, sendo 2 mL de DMEM com 10% de SFB adicionados. B - CPAs foram
giradas dentro do compartimento das placas de cultura. C — Remoc¢édo de 1 ml de
DMEM com 10% de SFB de cada compartimento para promover exposicdo da
superficie de dentina, sobre a qual foram realizados os protocolos de pré-tratamento.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Figura 5 - A - Conjuntos disco/CPA removidos apés 24 horas do término dos
protocolos de pré-tratamento. B - Extrato coletado da placa de 24
compartimentos e distribuido em aliquotas, as quais foram aplicadas por um
periodo de 24 horas sobre as células MDPC-23 previamente semeadas em
placas de 96 compartimentos.

Fonte: Elaboragéo prépria.
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Tabela 2 - Grupos pilotos de acordo com pré-tratamento sobre a superficie dentinaria (n=3).

Grupos

Pré-tratamento

Controle negativo

EDTA + Etanol

EDTA

mg/ml

EDTA

mg/ml

EDTA

mg/ml

EDTA

mg/ml

2,5

1,0

0,5

0,1

Lavar a superficie oclusal com 1 mL de agua destilada, sugando
simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-
a levemente Umida.

Lavar a superficie oclusal com 1 mL de agua destilada, sugando
simultaneamente. Aplicar 10 pL de EDTA 0,5 N por 30 segundos. Lavar a
superficie oclusal com agua destilada por 30 seg, sugando
simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-
a levemente Umida. Aplicar 20 pL de etanol ativamente com a ponta da
ponteira durante 20 segundos. Aplicar jato de ar por 10 segundos de modo
a evaporar o solvente.

Lavar a superficie oclusal com 1 mL de agua destilada, sugando
simultaneamente. Aplicar 10 pL de EDTA 0,5 N por 30 segundos. Lavar a
superficie oclusal com agua destilada por 30 seg, sugando
simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-
a levemente umida. Aplicar 20 pL de 2,5 mg/ml de SV ativamente com a
ponta da ponteira durante 20 segundos. Aplicar jato de ar por 10 segundos
de modo a evaporar o solvente.

Lavar a superficie oclusal com 1 mL de agua destilada, sugando
simultaneamente. Aplicar 10 pL de EDTA 0,5 N por 30 segundos. Lavar a
superficie oclusal com agua destilada por 30 seg, sugando
simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-
a levemente umida. Aplicar 20 pL de 1,0 mg/ml de SV ativamente com a
ponta da ponteira durante 20 segundos. Aplicar jato de ar por 10 segundos
de modo a evaporar o solvente.

Lavar a superficie oclusal com 1 mL de &agua destilada, sugando
simultaneamente. Aplicar 10 pL de EDTA 0,5 N por 30 segundos. Lavar a
superficie oclusal com agua destilada por 30 seg, sugando
simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-
a levemente umida. Aplicar 20 yL de 0,5 mg/ml de SV ativamente com a
ponta da ponteira durante 20 segundos. Aplicar jato de ar por 10 segundos
de modo a evaporar o solvente.

Lavar a superficie oclusal com 1 mL de &agua destilada, sugando
simultaneamente. Aplicar 10 pL de EDTA 0,5 N por 30 segundos. Lavar a
superficie oclusal com agua destilada por 30 seg, sugando
simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-
a levemente Umida. Aplicar 20 pL de 0,1 mg/ml de SV ativamente com a
ponta da ponteira durante 20 segundos. Aplicar jato de ar por 10 segundos
de modo a evaporar o solvente.

Fonte: Elaboragéo prépria.

4.2.3.2 Avaliagédo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de MTT (n=6) apds 24 horas. O

protocolo experimental empregado foi de acordo o item 4.1.3.
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4.2.3.3 Avaliacao da atividade de fosfatase alcalina (ALP)

A atividade de ALP foi avaliada pelo teste de timolftaleina monofosfato (n=6)

apos 5 dias. O protocolo experimental empregado foi de acordo o item 4.1.4.

4.2.3.4 Avaliagéo da deposicao de matriz mineralizada

A deposicdo de matriz mineralizada foi avaliada pelo teste de alizarin red

(n=6) apos 14 dias. O protocolo experimental empregado foi de acordo o item 4.1.5.

424 Efeito bioativo transdentinario da sinvastatina sobre células

odontoblastéides MDPC-23 em cultura

Diante dos resultados do estudo piloto, duas concentracdes de sinvastatina
foram selecionadas para avaliacdo do efeito bioativo sobre células odontoblastoides
MDPC-23 via transdentinaria, diante da realizacdo ou ndo do pré-tratamento da
dentina com EDTA, conforme os protocolos descritos na Tabela 3. O protocolo
experimental empregado foi de acordo o item 4.2.3.



36

Tabela 3 - Grupos experimentais de acordo com pré-tratamento sobre a superficie
dentinéaria (n=6).

Grupos Pré-tratamento

Controle negativo Lavar a superficie oclusal com 1 mL de agua destilada, sugando
simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-
a levemente Umida.

Etanol Lavar a superficie oclusal com 1 mL de agua destilada, sugando
simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-
a levemente Umida. Aplicar 20 pL de etanol ativamente com ponteira
durante 20 segundos. Aplicar jato de ar por 10 segundos para evaporar 0
solvente.

EDTA Lavar a superficie oclusal com 1 mL de agua destilada, sugando
simultaneamente. Aplicar 10 pL de EDTA 0,5 N por 30 segundos. Lavar a
superficie oclusal com agua destilada por 30 seg, sugando
simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-
a levemente Umida.

EDTA + Etanol Lavar a superficie oclusal com 1 mL de &gua destilada, sugando
simultaneamente. Aplicar 10 pL de EDTA 0,5 N por 30 segundos. Lavar a
superficie oclusal com agua destilada por 30 seg, sugando
simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-
a levemente Uumida. Aplicar 20 pyL de etanol ativamente com a ponta da
ponteira durante 20 segundos. Aplicar jato de ar por 10 segundos de modo
a evaporar o solvente.

SV 2,5 mg/ml Lavar a superficie oclusal com 1 mL de &agua destilada, sugando
simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-
a levemente Umida. Aplicar 20 pL de 2,5 mg/ml de SV ativamente com a
ponta da ponteira durante 20 segundos. Aplicar jato de ar por 10 segundos
de modo a evaporar o solvente.

SV 1,0 mg/ml Lavar a superficie oclusal com 1 mL de agua destilada, sugando
simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-
a levemente Uumida. Aplicar 20 yL de 1,0 mg/ml de SV ativamente com a
ponta da ponteira durante 20 segundos. Aplicar jato de ar por 10 segundos
de modo a evaporar o solvente.

EDTA + SV 2,5 Lavar a superficie oclusal com 1 mL de &gua destilada, sugando
simultaneamente. Aplicar 10 pL de EDTA 0,5 N por 30 segundos. Lavar a
superficie oclusal com agua destilada por 30 seg, sugando
simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-
a levemente umida. Aplicar 20 pL de 2,5 mg/ml de SV ativamente com a
ponta da ponteira durante 20 segundos. Aplicar jato de ar por 10 segundos
de modo a evaporar o solvente.

mg/ml

EDTA + SV 1,0 Lavar a superficie oclusal com 1 mL de &gua destilada, sugando
simultaneamente. Aplicar 10 pL de EDTA 0,5 N por 30 segundos. Lavar a
superficie oclusal com agua destilada por 30 seg, sugando
simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-
a levemente Umida. Aplicar 20 pL de 1,0 mg/ml de SV ativamente com a
ponta da ponteira durante 20 segundos. Aplicar jato de ar por 10 segundos
de modo a evaporar o solvente.

mg/ml

Fonte: Elaboracao prépria.
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4.2.4.1 Avaliacdo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de MTT (n=6) apos 1, 5 e 14 dias.

O protocolo experimental empregado foi de acordo o item 4.1.3.

4.2.4.2 Avaliacao da atividade de fosfatase alcalina (ALP)

A atividade de ALP foi avaliada pelo teste de timolftaleina monofosfato (n=6)

apos 5 dias. O protocolo experimental empregado foi de acordo o item 4.1.4.

4.2.4.3 Avaliacédo da deposicdo de matriz mineralizada

A deposicdo de matriz mineralizada foi avaliada pelo teste de alizarin red
(n=6) apos 14 dias. O protocolo experimental empregado foi de acordo o item 4.1.5.

4.2.5 Avaliacdo da acdo antimicrobiana da sinvastatina

4.2.4.1 Linhagens Bacterianas

Neste estudo, foram utilizadas linhagens bacterianas padronizadas de
Streptococcus mutans (S. mutans; ATCC 25175) e Lactobacillus acidophilus (L.
acidophilus; ATCC 4356), as quais foram reativadas em meio de cultura BHI
(Acumedia, Lansing, MI, EUA) suplementado com 1% de extrato de levedura
(Himedia, Vadhani, MB, IND).

4.2.4.2 Preparo do Meio de Cultura

Para a realizacdo do teste de disco-difusdo foram utilizados os meios de
cultura Mitis Salivaris Agar (Himedia, Vadhani, MB, IND) para a linhagem de S.
mutans; e Lactobacillus MRS Agar (Himedia, Vadhani, MB, IND) para a linhagem de
L. acidophilus. Inicialmente, o0 meio foi pesado de acordo com as recomendacdes do
fabricante, seguido de diluicho em agua destilada e posterior homogeneizacéao,
sendo entdo submetido a esterilizagcdo em autoclave, por 15 minutos a 01 ATM, na
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temperatura de 120°C. Decorrido esse tempo, foi procedida a distribuicdo do meio
em placas de Petri descartaveis e estéreis (140x15 mm), junto a chama de

seguranca do bico de Bunsen (Figura 6).

Figura 6 - Meios de cultura distribuidos nas placas de Petri. A - Mitis Salivaris Agar. B
- Lactobacillus MRS Agar.

A

Fonte: Elaboragéo prépria.

4.2.4.3 Teste de disco-difusdo

As linhagens bacterianas foram cultivadas em meio de cultura BHI
suplementado com 1% de extrato de levedura e incubadas a 37°C por 18 horas em
ambiente de microaerofilia. Decorrido esse periodo, foi verificada a presenca do
crescimento bacteriano pela aparéncia turva do meio de cultura e deposicdo de
colénias de crescimento na parte inferior do tubo falcon. Apés homogeneizacao, foi
transferido 400 pl do in6culo de cada linhagem bacteriana para a uma cubeta e
realizada a quantificacdo das unidades formadoras de colonia em espectrofotdmetro
(Biophotometer® D30, Eppendorf, Hamburg, Alemanha) a uma absorbancia de 600
nm. A densidade otica dos microrganismos foi ajustada para uma concentragdo
correspondente a 1x10” UFC/ml. Em seguida, para cada placa de Petri foi utilizado
300 pL de inéculo de S. mutans e 1000 pL de inéculo de L. acidophilus, os quais
foram distribuidos de maneira uniforme em toda a superficie do agar, com auxilio de
uma alca de Drigalski estéril. As placas de Petri foram mantidas entdo em ambiente
microaerdfilo por 30 minutos a 37°C para devida secagem.

Decorrido esse tempo, foram distribuidos 5 discos de papel estéreis de 6 mm

de diametro em cada placa de Petri. A distancia entre os discos foi de 3 cm para nao
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haver interferéncias entre os halos produzidos pelos grupos experimentais. Em
seguida, foi aplicado 20 pL de cada solucédo avaliada sobre o disco de papel de
acordo com a Tabela 4. As placas foram incubadas em ambiente de microaerofilia a
37°C, por periodos de 24 e 48 horas, quando foram realizadas as mensuracfes dos
halos de inibicAdo do crescimento bacteriano com auxilio de um paquimetro digital.
Os ensaios foram realizados em triplicata para cada linhagem bacteriana

selecionada para o estudo (n=9).

Tabela 4 - Grupos experimentais para avaliacdo da acdo antimicrobiana sobre S.
mutans e L. acidophilus

Grupos experimentais Solucéo

Controle negativo (CN) Agua deionizada

Controle positivo (CP) Clorexidina 2%
Etanol Etanol 100%
SvV25 2,5 mg/ml de SV
SV1,0 1,0 mg/ml de SV

Fonte: Elaboracao prépria.

4.3 Estudo 3: Avaliacdo do pré-tratamento da dentina com sinvastatina como
coadjuvante ao protocolo de forramento cavitario com cimento de ionémero de
vidro

4.3.1 Determinar o efeito bioativo transdentinario da sinvastatina sobre células
odontoblastéides MDPC-23 quando da aplicacdo desta substancia sobre a

dentina, previamente ao uso do cimento de ionGmero de vidro

4.3.1.1 Obtencéo dos discos de dentina

Os discos de dentina foram obtidos de acordo com o item 4.2.1. A seguir,
cada disco foi adaptado a CPA, estando interposto por dois anéis de silicone e
vedado perifericamente com cera. Cada conjunto disco-CPA foi embalado
individualmente e submetido a esterilizacdo em 6xido de etileno para a realizagéo

dos testes transdentinarios.

4.3.1.2 Procedimento experimental
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Células MDPC-23 foram semeadas em placas de 96 compartimentos em
DMEM com 10% de SFB, na densidade de 2.500 células/compartimento durante 24
horas a 37°C e 5% CO:2. Os conjuntos disco/CPA foram posicionados em placas de
24 compartimentos de forma invertida, sendo 2 mL de DMEM com 10% de SFB
adicionados. Em seguida, as CPAs foram giradas dentro do compartimento das
placas de cultura, sendo um total de 1 mL removido para promover exposicao da
superficie de dentina, sobre a qual foram realizados os protocolos de forramento da

superficie dentinaria descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Grupos experimentais de acordo com o protocolo de forramento da superficie
dentinaria (n=6).

Grupos Protocolo

Controle negativo Lavar a superficie oclusal com 1 mL de agua destilada, sugando
simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-a
levemente umida.

EDTA Lavar a superficie oclusal com 1 mL de agua destilada, sugando
simultaneamente. Aplicar 10 uL de EDTA 0,5 N por 30 segundos. Lavar a
superficie oclusal com agua destilada por 30 seg, sugando simultaneamente.
Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-a levemente Umida.

Ketac Molar Lavar a superficie oclusal com 1 mL de agua destilada, sugando
simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-a
levemente Umida. Misturar o pé e o liquido do CIV por 30 segundos. Aplicar
com auxilio da seringa centrix o CIV na superficie oclusal.

EDTA/ Lavar a superficie oclusal com 1 mL de agua destilada, sugando
simultaneamente. Aplicar 10 uL de EDTA 0,5 N por 30 segundos. Lavar a
superficie oclusal com agua destilada por 30 seg, sugando simultaneamente.
Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-a levemente umida.
Misturar o p6 e o liquido do CIV por 30 segundos. Aplicar com auxilio da
seringa centrix o CIV na superficie oclusal.

Ketac Molar

SV 25 mg/ml / Lavar a superficie oclusal com 1 mL de &agua destilada, sugando
simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-a

Ketac Molar levemente Umida. Aplicar 20 pL de 2,5 mg/ml de SV ativamente com a ponta
da ponteira durante 20 segundos. Aplicar jato de ar por 10 segundos de
modo a evaporar o solvente. Misturar o p6é e o liquido do CIV por 30
segundos. Aplicar com auxilio da seringa centrix o CIV na superficie oclusal.

EDTA + Lavar a superficie oclusal com 1 mL de &agua destilada, sugando

SV 2,5 mg/ml / simultaneamente. Aplicar 10 uL de EDTA 0,5 N por 30 segundos. Lavar a

superficie oclusal com agua destilada por 30 seg, sugando simultaneamente.
Ketac Molar Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-a levemente Umida.
Aplicar 20 pL de 2,5 mg/ml de SV ativamente com a ponta da ponteira
durante 20 segundos. Aplicar jato de ar por 10 segundos de modo a evaporar
o solvente. Misturar o p6 e o liquido do CIV por 30 segundos. Aplicar com
auxilio da seringa centrix o CIV na superficie oclusal.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Utilizou-se como agente forrador cavitdrio o cimento de iondmero de vidro
convencional Ketac Molar na propor¢do pd/liquido de 1:1 (Figura 7; 3M, ESPE
Dental Products Division, St. Paul, MN, EUA). Desta forma, o meio de cultura
permaneceu em intimo contato com a dentina, e, assim, os componentes do preé-
tratamento e/ou do material forrador capazes de se difundir pela dentina se
acumularam no meio de cultura, denominado neste momento de extrato. Apds 24
horas do término dos protocolos de forramento da superficie dentinaria, os conjuntos
disco/CPA foram removidos, sendo todo extrato coletado e distribuido em aliquotas,
as quais foram aplicadas por um periodo de 24 horas (37°C e 5% de CO3) sobre as
células previamente semeadas. Apds o tempo de contato com o extrato, este foi
aspirado, sendo as células mantidas em DMEM com 10% SFB (37°C e 5% de COz)
durante os periodos pré-determinados para realizacdo dos protocolos experimentais

especificos, sendo o meio trocado a cada 24 horas.

Figura 7 - Imagem representativa do CIV Ketac Molar. Forma de apresentacdo em dois
frascos: p6 (vidro de flUorsilicato de aluminio, lantanio e célcio) e liquido (acido poliacrilico,

acido tartarico, acido sorbico, acido benzoico).
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Fonte: Elaboracao prépria.
4.3.1.3 Avaliacéo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de MTT (n=6) apos 1, 5 e 14 dias.

O protocolo experimental empregado foi de acordo o item 4.1.3.
4.3.1.4 Avaliagéo da atividade de fosfatase alcalina (ALP)

A atividade de ALP foi avaliada pelo teste de timolftaleina monofosfato (n=6)

apos 5 dias. O protocolo experimental empregado foi de acordo o item 4.1.4.
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4.3.1.5 Avaliacao da deposicédo de matriz mineralizada

A deposicdo de matriz mineralizada foi avaliada pelo teste de alizarin red

(n=6) apods 14 dias. O protocolo experimental empregado foi de acordo o item 4.1.5.

4.3.2 Avaliagdo da resisténcia de unido ao microcisalhamento do cimento de
iondmero de vidro frente ao pré-tratamento da dentina com sinvastatina

4.3.2.1 Selegéao e distribui¢géo dos dentes

Trinta terceiros molares humanos higidos extraidos foram obtidos apoés
aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Araraquara-UNESP. Estes foram armazenados em solugéo de timol a 0,1% sob
refrigeracdo (4°C) até o momento da sua utilizacdo. Os dentes foram aleatoriamente

divididos em 5 grupos (n=6) de acordo com 0s grupos experimentais.

4.3.2.2 Obtencdo da superficie de dentina

Os dentes foram cortados transversalmente no terco oclusal da coroa, com a
finalidade de produzir uma superficie plana em dentina. O corte foi realizado com o
auxilio de cortadeira metalografica (ISOMET 1000, Buehler Ltd, Lake Bluf, IL, EUA)
equipada com disco diamantado (n.11-4254, Buehler Ltd. Lake Bluf IL, EUA), com
velocidade de 250 rpm e forca de 200 gf, sob refrigeracdo constante. As superficies
foram inspecionadas em lupa estereoscoépica (Modelo SZX7, Olympus, Sdo Paulo,
Brasil) com aproximadamente 40 vezes de aumento para comprovar a auséncia de

remanescentes de esmalte sobre a superficie dentinéria.

4.3.2.3 Confeccgado dos espécimes

Os dentes previamente cortados foram incluidos em resina acrilica
autopolimerizavel, usando como matriz um tubo cilindrico de PVC com 20 mm de
diametro externo por 18 mm de altura, de forma que a superficie de dentina

estivesse centralizada e paralela a base do tubo. Em seguida, a superficie dentinaria
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foi lixada com lixa de carbeto de silicio granulagdo 600 (Carborundum Abrasivos,
Recife, PE, Brasil), em politriz, sob refrigeragdo com agua (Politriz ERIOS — 27000,
Séo Paulo, SP, Brasil) por 60 segundos, para proporcionar uma camada homogénea
de smear layer. Entdo, na superficie dentinaria de cada dente foram confeccionados
trés espécimes. Inicialmente, foi realizada a delimitacdo das areas adesivas,
utilizando-se fita adesiva dupla face acido resistente (3M do Brasil, Sumaré, SP,
Brasil) com trés perfuracfes (diametro de 1,2 mm), confeccionadas com o auxilio de
um perfurador de lencol de borracha adaptado (modelo Ainsworth, Wilcos do Brasil
Industria e Comeércio Ltda, Petropolis, RJ, Brasil). Em seguida, as areas delimitadas
em dentina foram tratadas de acordo com os grupos experimentais demonstrados na
Tabela 6. Matrizes cilindricas transparentes de silicone com 2,0 mm de altura e
orificio de 1,0 mm de diametro foram obtidas pelo corte de sonda uretral descartavel
(Embramed, S&o Paulo, SP, Brasil). Estas foram posicionadas sobre as areas de

dentina exposta e utilizadas como matriz para a confec¢éo dos espécimes.

Tabela 6 - Grupos experimentais de acordo com o pré-tratamento da dentina

Grupos Protocolo

Controle negativo (CN)  Lavar a superficie oclusal com agua destilada. Secar a superficie oclusal
com disco de papel, deixando-a levemente Umida.

Controle positivo (CP) Aplicar 10 pL de &cido poliacrilico 25% (fase liquida do CIV) por 10 seg.
Lavar a superficie oclusal com &gua destilada por 10 segundos. Secar a
superficie oclusal com disco de papel, deixando-a levemente imida.

EDTA Aplicar 10 uL de EDTA 0,5 N por 30 segundos. Lavar a superficie
oclusal com agua destilada por 30 segundos. Secar a superficie oclusal
com disco de papel, deixando-a levemente Umida.

SV 2,5 mg/ml Secar a superficie oclusal com disco de papel, deixando-a levemente
Umida. Aplicar 20 pL de 2,5 mg/ml de SV ativamente com a ponta da
ponteira durante 20 segundos. Aplicar jato de ar por 10 segundos de
modo a evaporar o solvente.

EDTA + SV 2,5 mg/ml Aplicar 10 pL de EDTA 0,5 N por 30 segundos. Lavar a superficie
oclusal com agua destilada por 30 segundos. Secar a superficie oclusal
com disco de papel, deixando-a levemente umida. Aplicar 20 pL de 2,5
mg/ml de SV ativamente com a ponta da ponteira durante 20 segundos.
Aplicar jato de ar por 10 segundos de modo a evaporar o solvente.

Fonte: Elaboragéo prépria.

O material foi manipulado em temperatura ambiente controlada (24 + 1°C),

conforme as recomendacgdes do fabricante do CIV Ketac Molar (3M — ESPE Dental
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Products, St. Paul, MN, EUA) e inserido nas matrizes com o auxilio de uma seringa
Centrix (DFL, Indastria e Comércio S.A, Jacarepagud, RJ, Brasil). A superficie do
material foi protegida com vaselina e o conjunto (troquel + matriz plastica +
espécime) foi armazenado em estufa a 37°C com 100% de umidade durante 24
horas. Em seguida, as matrizes dos espécimes de cada dente foram cortadas com
auxilio de uma lamina de bisturi nimero 15 (Embramed, Jurubatuba, SP, Brasil) e
removidas. Estes espécimes foram tracionados imediatamente apds a remocao das

matrizes.

4.3.2.4 Determinagdo da resisténcia de unido por meio de teste de

microcisalhamento

O ensaio de microcisalhamento foi realizado em maquina para testes
mecanicos (DL-Digital Line, EMIC, Paran4, Brasil), previamente ajustada para forcas
de tracdo. Para a execucdo do teste, foi usado um fio metalico de 0,2 mm de
didmetro lagcando simultaneamente o corpo-de-prova 0 mais proximo possivel da
unido material/dentina e o prolongamento da célula de carga (Figura 8). Os
movimentos de tracdo foram realizados utilizando célula de carga de 100 N a uma
velocidade de 0,5 mm/min. Os testes foram iniciados por meio de um programa
computadorizado especifico (Tesc-Test Script, EMIC Equipamentos de Ensaio Ltda,
Séo José dos Pinhais, Paranda, Brasil) e prosseguiu até que ocorresse a fratura. Os
resultados de resisténcia de unido foram dados pelos valores de tensdao maxima

suportada pela unido dentina/material, em MPa.
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Figura 8 - Amostra posicionada na maquina de ensaio para realizacdo de testes mecanicos.
Para execucao do teste de microcisalhamento foi utilizado um fio metalico de 0,2 mm de
diametro lagcando simultaneamente o corpo-de-prova e o prolongamento da célula de carga.

Fonte: Elaboragéo prépria.

4.4 Andlise estatistica

Para verificar a reprodutibilidade dos dados, dois experimentos
independentes foram realizados para todos os protocolos neste estudo. Em seguida,
os dados compilados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov para
verificacdo da normalidade. Diante da normalidade dos dados, estes foram avaliados
pelo teste ANOVA a dois critérios. Para identificacdo das diferencas entre os grupos
experimentais em cada periodo de analise foi empregado o teste Tukey. Este
mesmo teste foi também empregado para identificacdo das diferencas entre os
periodos de analise para cada grupo experimental. Todos os testes foram fixados a

um nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADO

5.1 Estudo 1: Determinacdo da concentracdo de sinvastatina e do tempo de
tratamento capaz de tornar esta substéncia ndo toéxica e ao mesmo tempo
bioativa para as células odontoblastoides MDPC-23

Viabilidade celular

Tal como observado na Figura 9, aumento significativo da viabilidade celular
ocorreu em todos 0s grupos experimentais ao longo dos periodos de andlise. Ndo
houve diferenca significativa entre 0s grupos experimentais expostos a SV,
comparado ao controle negativo (CN) nos periodos de 1 e 3 e 7 dias, independente
da concentracdo e tempo de tratamento das células com esta droga (p>0,05). No
entanto, no periodo de 14 dias, o tratamento com 0,1 uM SV por 72 horas ou de
forma continua, promoveu reducéo significante, em torno de 71,6% e 59,5% na

viabilidade celular, respectivamente, em relacdo a CN.
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Figura 9 - Média e desvio padrao dos valores da viabilidade celular (%) dos grupos experimentais nos periodos de andlise (n=6; testes
ANOVA e Tukey; p < 0,05). Diferentes letras mailsculas indicam diferenca significante entre os periodos de andlise para cada grupo

experimental. Diferentes letras mindsculas demonstram diferenca significante entre os grupos dentro de cada periodo de analise.
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Atividade de ALP

Aumento na atividade de ALP foi observado para todos 0s grupos expostos a
SV em relacédo ao CN no periodo de 5 dias (Figura 10); no entanto, esse aumento foi
significativo apenas para as células tratadas com SV 0,01 uM por 24 horas. Aos 7
dias, reducéo significativa da atividade de ALP em relacdo ao CN (80,3%) foi
observada apenas para as células expostas a SV 0,1 uM de forma continua.
Todavia, os demais grupos nao diferiram estatisticamente quando comparados ao
CN (p>0,05).

Figura 10 - Média e desvio padrdo dos valores da atividade de ALP (%) dos grupos
experimentais nos periodos de analise (n=6; testes ANOVA e Tukey; p < 0,05). Diferentes
letras mailsculas indicam diferenca significante entre os periodos de analise para cada
grupo experimental. Diferentes letras mindsculas demonstram diferenca significante entre os
grupos dentro de cada periodo de analise.
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Fonte: Elaboracao prépria.

Deposicao de matriz mineralizada

Aumento de 73,2%; 82,4%; 56,1%; 46,9% e 30,4% na deposi¢cdo de matriz
mineralizada foi observado para os grupos SV 0,01 — 24h; SV 0,01 — 72h; SV 0,01 —
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Cont; SV 0,1 — 24h e SV 0,1 — 72h, respectivamente, apds 14 dias em relacdo ao
CN (Figura 11). Auséncia de diferenca significante com CN foi observada apenas
quando as células MDPC-23 foram tratadas com SV 0,1 uM de forma continua
(p>0,05). Imagens representativas da deposi¢cdo dos nddulos de mineralizagdo no

periodo de analise de 14 dias estdo demonstradas na Figura 12.

Figura 11 - Média e desvio padrédo dos valores da deposicdo de matriz mineralizada (%) dos
grupos experimentais nos periodos de analise (n=6; testes ANOVA e Tukey; p < 0,05).
Diferentes letras mailsculas indicam diferenca significante entre os periodos de andlise para
cada grupo experimental. Diferentes letras minisculas demonstram diferenca significante
entre os grupos dentro de cada periodo de analise.
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Fonte: Elaboragéo prépria.
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Figura 12 - Imagens obtidas em microscopia de luz invertida (4x). Figura composta por imagens representativas do ensaio de alizarin red,
indicando que o efeito bioativo da sinvastatina sobre as células MDPC-23 foi tempo-concentracdo dependente na formacdo de nddulos de
mineralizacdo. Note a menor formagéo de ndédulos nos grupos SV 0,1 — Cont e CN, comparado aos demais grupos experimentais.

SV0,01-24h - SV0,01-72h SV 0,01 - Cont

SV 0,1-24'h » SV0,1-72h SV 0,1 —Cont

Fonte: Elaboragé&o prépria.
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5.2 Estudo 2: Avaliagcdo do pré-tratamento da dentina com sinvastatina

5.2.1 Quantificacao da difusdo transdentinaria da sinvastatina

A hipétese da difusdo da SV via transdentinaria quando aplicada sob a forma
de uma solugao (1 mg/ml = 2400 uM) sobre a superficie da dentina foi confirmada.
Um volume de 20 uL de SV foi dispensado sobre a dentina, correspondendo em
massa a um total de 20 ug de SV. Através da andlise em LC-MS/MS (Figura 13),
observou-se que a liberacdo da substancia foi permeabilidade-dependente, sendo
calculado a percentagem de SV capaz de se difundir pelos discos, conforme

demonstrado na Tabela 7.

Figura 13 - Difusado transdentinaria da sinvastatina (LC-MS/MS). A sinvastatina foi detectada
no periodo entre 4 e 5 minutos de anélise de cada amostra experimental.
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Fonte: Elaboracao prépria.
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Tabela 7 - Difusdo transdentinaria da sinvastatina de acordo com a permeabilidade
dentinaria.

Amostra Permeabilidade Concentracéo (UM) em 1 Proporcédo em % do total de
(mm/min) mL de PBS SVem 1 mL de PBS
1 72,0 2,0 4,2%
2 48,0 1,6 3,3%
3 12,0 0,5 1,0%
MEDIA 43,7 1,4 2,83%

Fonte: Elaboracao propria.

A partir destes dados, discos com permeabilidade média de 12 mm/min foram
selecionados para o0s experimentos subsequentes, visto que esta foi a
permeabilidade mais prevalente entre os discos de dentina com 0,1 mm de
espessura obtidos para este estudo. Desta forma, considerando-se uma média de
1% de difusdo do total de SV aplicada em massa no volume de 20 uL de solucao,
foram estabelecidas quatro concentracbes de SV a serem empregadas no
experimento piloto para analise via transdentinaria, conforme demonstrado na
Tabela 8.

Tabela 8 - Concentracdes de SV selecionadas para 0s ensaios transdentinarios.

Concentracéo Total de SV em massa  Proporcéo do total de SV em
em 20 pL 1 mL de PBS (1% de difuséo)
0,1 mg/mL (240 2 g 0,02 yg = 0,05 uyM
HM)
0,5 mg/mL (1200 10 pg 0,1 yg=0,2 yM
HM)
1,0 mg/mL 20 ug 0,2 ug=0,5uM
(2400 pM)
2,5 mg/mL 50 ug 0,5ug =12 uM
(6000 pMm)

Fonte: Elaborag&o prépria.
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5.2.2 Ensaio piloto para determinacao da concentragao de SV

De acordo com os resultados do ensaio piloto (Figura 14, 15 e 16), foi
observado que as concentracdes de 2,5 e 1 mg/ml de SV aplicadas sobre a dentina
previamente tratada com EDTA foram citocompativeis e apresentaram melhores
valores de atividade de ALP e de deposi¢cdo de matriz mineralizada em relagéo ao

CN. Assim, essas concentracfes foram selecionadas para os testes subsequentes.

Figura 14 - Média e desvio padrédo dos valores da viabilidade celular (%) dos grupos pilotos
no periodo de andlise de 24 h (n=3; ANOVA, p < 0,05). Constatou-se auséncia de diferenca
estatistica entre 0s grupos.
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Fonte: Elaboragéo prépria.

Figura 15 - Média e desvio padrao dos valores da atividade de ALP (%) dos grupos pilotos
no periodo de andlise de 5 dias (n=3; testes ANOVA e Dunnet’s; p < 0,05).
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Fonte: Elaboracao prépria.
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Figura 16 - Média e desvio padrao dos valores da deposicdo de matriz mineralizada (%) dos
grupos pilotos no periodo de analise de 14 dias (n=3; testes ANOVA e Dunnet’s; p < 0,05).

250+

200+

150+

100+

% Alizarin Red

50+

0

Fonte: Elaboracao prépria.

*
*
* *
al
-~
0.
00,0
> v
0 e0 640“ AQA‘ é\q G-,A‘]’s
PA\s x x x X
< & A & «¥
QL QL
S

*indica diferenca com CN
* indica diferenca com EDTA+ETANOL

5.2.3 Bioestimulacéo de células odontoblastéides MDPC-23 via transdentinaria

frente ao pré-tratamento com sinvastatina

Viabilidade celular

De acordo com

os resultados demonstrados na Figura 17, aumento

significativo da viabilidade celular ocorreu em todos 0s grupos experimentais ao

longo dos periodos de andlise. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos
experimentais nos periodos de 1 e 5 dias (p>0,05); no entanto, no periodo de 14
dias, o tratamento prévio da dentina com EDTA seguido da aplicagéo de 2,5 mg/ml

de SV promoveu uma reducdao significante na viabilidade celular em relacédo ao CN.
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Figura 17 - Média e desvio padrao dos valores da viabilidade celular (%) dos grupos
experimentais nos periodos de analise (n=6; testes ANOVA e Tukey; p < 0,05). Diferentes
letras mailsculas indicam diferenga significante entre os periodos de analise para cada
grupo experimental. Diferentes letras minlsculas demonstram diferenca significante entre os
grupos dentro de cada periodo de andlise.
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Fonte: Elaboragéo prépria.

Atividade de ALP

Aumento significativo da atividade de ALP foi observado para o grupo no qual
a dentina foi tratada previamente com EDTA seguida da aplicacédo de 2,5 mg/ml de
SV em relagédo ao CN no periodo de 5 dias (Figura 18). Em contrapartida, os demais
grupos néao diferiram estatisticamente quando comparados ao CN (p>0,05).
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Figura 18 - Média e desvio padrao dos valores da atividade de ALP (%) dos grupos
experimentais nos periodos de analise (n=6; testes ANOVA e Tukey; p<0,05). Diferentes
letras minasculas demonstram diferenca significante entre os grupos dentro do periodo de
andlise.
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Fonte: Elaboracao prépria.

Deposicao de matriz mineralizada

Os resultados na Figura 19 mostram aumento significativo de 66,6% e 43,9%
na deposicédo de matriz mineralizada para os grupos nos quais foi aplicado 2,5 mg/ml
de SV na dentina tratada ou ndo com EDTA, respectivamente, comparados ao
controle negativo no periodo de 14 dias. Todavia, 0s demais grupos experimentais
nao diferiram do controle negativo (p>0,05). Imagens representativas da deposicao
dos nddulos de mineralizagdo pelas células MDPC-23 no periodo de analise de 14
dias estdo demonstradas na Figura 20.

Figura 19 - Média e desvio padréo dos valores da deposi¢cao de matriz mineralizada (%) dos
grupos experimentais nos periodos de analise (n=6; testes ANOVA e Tukey; p < 0,05).
Diferentes letras minasculas demonstram diferenca significante entre os grupos dentro do
periodo de andlise.
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Figura 20 - Imagens obtidas em microscopia de luz invertida (4x). Figura composta por imagens representativas do ensaio de alizarin red,
indicando que o efeito bioativo sobre as células MDPC-23 na formacdo de nddulos de mineralizacdo foi dependente da concentracao de
sinvastatina. Note a maior formag&o de nédulos no grupo EDTA + SV 2,5 seguido pelo grupo SV 2,5 comparado ao CN.
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Fonte: Elaboragéo prépria.
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5.2.4 Avaliagdo da agdo antimicrobiana da sinvastatina

De acordo com as Figuras 21 e 22, 0s grupos experimentais mantiveram 0s
halos de inibicdo crescimento bacteriano formados ao longo do tempo, sendo
constatado auséncia de diferenga significativa entre os periodos de andlise para
ambos os grupos experimentais e ambas as linhagens bacterianas avaliadas
(p>0,05). Os grupos Clorexidina 2%, Etanol 100%, SV 2,5 mg/ml e SV 1,0 mg/ml
demonstraram a formacdo de halos de inibicAo do crescimento bacteriano
significativamente superior em relacdo ao CN sob ambas as linhagens avaliadas.

A acao antibacteriana dos grupos Clorexidina 2% e SV 2,5 mg/ml apresentou
os melhores resultados contra S. Mutans em relagdo aos demais grupos
experimentais. O grupo SV 1,0 mg/ml, por sua vez, apresentou melhores valores
comparado ao grupo Etanol 100%.

Em contrapartida, a acdo antibacteriana contra L. acidophilus demonstrou
melhores achados para o grupo Clorexidina 2% em relacdo aos demais grupos
experimentais. Apesar de ndo haver diferenca significativa entre os grupos SV 2,5
mg/ml e SV1,0 mg/ml (p>0,05), este ultimo diferiu estatisticamente do grupo Etanol
100%.

Figura 21 - Média e desvio padrdao dos valores do diametro do halo de inibicdo do
crescimento bacteriano (mm) dos grupos experimentais respectivos a linhagem S. mutans.
(n=9; testes ANOVA e Tukey; p < 0,05). Diferentes letras mailsculas indicam diferenca
significante entre os periodos de andlise para cada grupo experimental. Diferentes letras
minasculas demonstram diferenca significante entre os grupos dentro de cada periodo de
analise. Constatou-se auséncia de diferenga significativa entre os periodos de andlise para
ambos os grupos experimentais (p > 0,05).
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59

Figura 22 - Média e desvio padrdo dos valores do didmetro do halo de inibicdo do
crescimento bacteriano (mm) dos grupos experimentais respectivos a linhagem L.
acidophilus. (n=9; testes ANOVA e Tukey; p < 0,05). Diferentes letras mailsculas indicam
diferenca significante entre os periodos de andlise para cada grupo experimental. Diferentes
letras mindsculas demonstram diferenca significante entre os grupos dentro de cada periodo
de analise. Constatou-se auséncia de diferenca significativa entre os periodos de andlise
para ambos 0s grupos experimentais (p > 0,05).
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Fonte: Elaboracao prépria.

5.3 Estudo 3: Avaliacdo do pré-tratamento da dentina com sinvastatina como
coadjuvante ao protocolo de forramento cavitario com cimento de ionémero de

vidro

5.3.1 Bioestimulacdo de células odontoblastoides MDPC-23 via transdentinaria
frente ao pré-tratamento com sinvastatina como coadjuvante ao protocolo de

forramento cavitario com cimento de ion6mero de vidro

Viabilidade celular

De acordo com os resultados demonstrados na Figura 23, aumento
significativo da viabilidade celular ocorreu em todos 0s grupos experimentais ao
longo dos periodos de analise. Ndo houve diferenca significativa entre 0os grupos

experimentais nos periodos de 1, 5 e 14 dias (p>0,05).
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Figura 23 - Média e desvio padrdo dos valores da viabilidade celular (%) dos grupos
experimentais nos periodos de analise (n=6; testes ANOVA e Tukey; p < 0,05). Diferentes
letras mailsculas indicam diferenca significante entre os periodos de andlise para cada
grupo experimental. Diferentes letras minasculas demonstram diferencga significante entre os
grupos dentro de cada periodo de andlise.
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Fonte: Elaboragéo prépria.

Atividade de ALP

Apbs 5 dias, aumento significativo da atividade de ALP foi observado para o
grupo no gual a dentina foi tratada previamente com EDTA seguida da aplicacdo de
2,5 mg/ml de SV e do forramento cavitario com CIV em relacdo ao controle negativo
(Figura 24). Em contrapartida, os demais grupos experimentais ndo diferiram
estatisticamente quando comparados ao CN (p>0,05).
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Figura 24 - Média e desvio padrdo dos valores da atividade de ALP (%) dos grupos
experimentais nos periodos de analise (n=6; testes ANOVA e Tukey; p < 0,05). Diferentes
letras minasculas demonstram diferenca significante entre os grupos dentro do periodo de
analise.
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Fonte: Elaboragéo prépria.
Deposicao de matriz mineralizada

Os resultados na Figura 25 mostram aumento significativo de 128,8% e
101,4% na deposicdo de matriz mineralizada, respectivamente, para 0S grupos nos
quais foram tratados previamente ou ndo com EDTA seguido de aplicacdo de 2,5
mg/ml de SV e da realizacdo do forramento cavitario com CIV sobre a superficie
dentinaria em relacdo ao CN no periodo de 14 dias. Todavia, os demais grupos
experimentais nao diferiram do CN (p>0,05). Imagens representativas da deposi¢cao
dos nodulos de mineralizacdo no periodo de analise de 14 dias estdo demonstradas

na Figura 26.
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Figura 25 - Média e desvio padrao dos valores da deposicdo de matriz mineralizada (%) dos
grupos experimentais nos periodos de analise (n=6; testes ANOVA e Tukey; p < 0,05).
Diferentes letras mindsculas demonstram diferenca significante entre os grupos dentro do

periodo de andlise.
400~

300+

200+

% Alizarin Red

100+

0-

Fonte: Elaboragéo prépria.

bc

a
a
b
T & o=
Il =
14,7 895 904
- AI y 1) “
N\ S \s : Z
Q9 O @0« 64‘1« %4’1«
x x x
Q) S \s
N N 2\
(&) (&) x€9
S



63

Figura 26 - Imagens obtidas em microscopia de luz invertida (4x). Figura composta por imagens representativas do ensaio de alizarin red,
indicando que o efeito bioativo sobre as células MDPC-23 na formacao de n6dulos de mineralizagéo foi dependente do tratamento da dentina
com sinvastatina. Note a maior formacao de nédulos no grupo EDTA + SV 2,5 - CIV seguido pelo grupo SV 2,5 - CIV comparado aos demais
grupos experimentais.
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Fonte: Elaboracao propria.
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5.3.2 Avaliacao da resisténcia de unido ao microcisalhamento do cimento de

iondmero de vidro frente ao pré-tratamento da dentina com sinvastatina

De acordo com a Figura 27, os melhores resultados de resisténcia de uniao
ao microcisalhamento foram proporcionados pelo pré-tratamento da dentina com
EDTA 0,5 N ou &cido poliacrilico 25% (CP). Em contrapartida, reducéo da resisténcia
de unido foi observada para os demais grupos experimentais, sendo 0os menores
valores observado para o grupo submetido apenas a aplicacao de 2,5 mg/ml de SV

sobre a superficie dentinaria.

Figura 27 - Média e desvio padrdo dos valores da resisténcia de wunido ao
microcisalhamento do CIV a dentina (MPa) dos grupos experimentais no periodo de analise
(n=6; testes ANOVA e Tukey; p < 0,05). Diferentes letras minUsculas demonstram diferenca
significante entre os grupos.
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Fonte: Elaboracao prépria.
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6 DISCUSSAO

A acéo da sinvastatina como potente indutor da diferenciagdo odontogénica,
seguido da sintese e mineralizacdo de matriz dentinaria por células mesenquimais
indiferenciadas da polpa, tem sido demonstrada na literatura (Jia et al.3’, 2016;
Karanxha et al.®8, 2013; Lee et al.*3, 2012; Min et al.#’, 2015; Okamoto et al.>*, 2009;
Varalakshmi et al.”®, 2013). Os dados obtidos na presente pesquisa parecem
corroborar, pelo menos em parte, com estes achados anteriores, pois de maneira
geral conseguimos demonstrar que em determinadas condicbes a SV apresenta
potencial para bioestimular células com fenétipo de odontoblasto em cultura.

Quando as células MDPC-23 foram cultivadas em contato direto com SV, foi
possivel concluir que, em curtos periodos esta droga foi citocompativel, desde que
nao houve diferenca significante na viabilidade celular em relacdo ao controle
negativo para ambas as concentracOes da droga testada. Na presenca de SV, a
atividade de ALP apresentou-se aumentada em relacdo ao controle negativo no
periodo de 5 dias, demonstrando uma aceleragdo no processo de maturacéao celular,
ja que as células do grupo controle apresentaram pico de atividade aos 7 dias. Os
maiores valores foram observados para os grupos tratados com SV por 24 horas,
sendo em torno de 172,1% e 154,9% para SV 0,01 e 0,1 pM, respectivamente.
Aumento na deposi¢cado de matriz mineralizada foi observado aos 14 dias para ambas
as concentracfes de SV testadas, sendo detectado acréscimo de 82,4% a 30,4%
em relacdo ao controle, com excec¢ao para o grupo no qual as células foram tratadas
de maneira continua com 0,1 uM de SV. Resultados obtidos em estudos
laboratoriais prévios demonstraram que baixas concentracdes de SV (0,01 a 0,1 uM)
foram compativeis com células pulpares humanas em cultura, mesmo quando estas
foram submetidas ao tratamento continuo por até 5 dias (Jia et al.®’, 2016; Karanxha
et al.®8, 2013; Saewong et al.’8, 2013). Em contrapartida, Okamoto et al.>* (2009)
relataram que concentracdes de SV superiores a 1 uM, quando aplicadas sobre
células tronco mesenquimais provenientes do tecido pulpar de dentes humanos,
inibiram a formacao de fibras de actina, bem como interferiram na progressao do
ciclo celular regulado pela ativacédo de Rho mediada pela via do mevalonato.

Sabe-se que para cada célula existe um limiar de citocompatibilidade a
exposicdo de qualquer agente (Min et al.#’, 2010; Okamoto et al.>4, 2009; Saewong

et al.%8, 2013), podendo a expresséo fenotipica ser reduzida quando a concentracéo
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e/ou tempo de exposicdo a droga ultrapassa o limiar critico que mantém a
capacidade da célula de se manter viavel (Karanxha et al.3, 2013; Saewong et al.%®8,
2013). Ja foi demonstrado que a SV em concentracdes especificas (0,01 a 1 puM) é
capaz de acelerar a expressdo de marcadores do processo de sintese de matriz
Ossea/dentindria em hDPSCs, tais como ALP, OCN, OPN, Runx-2, Osx, DSP e
DMP-1 (Karanxha et al.%8, 2013; Lee et al.*3, 2012; Okamoto et al.>4, 2009), sendo
este processo relacionado com a ativacdo da via ERK1/2 (Karanxha et al.®8, 2013).
Jia et al.?” (2016), Lee et al.** (2012) e Min et al.#” (2010) demonstraram aumento na
formagéo de matriz mineralizada quando células pulpares humanas foram tratadas
continuamente por 14 dias com 1 yM de SV. Okamoto et al.>* (2009) também
relataram aumento na formacdo de tecido mineralizado quando células hDSPCS
foram tratadas continuamente com 0,1 uM de SV por 7 dias e entdo transplantadas
para o tecido subcutaneo de ratos imunocomprometidos. Pullissar et al.>® (2013), por
sua vez, observaram aumento na deposicao de calcio apés tratamento continuo de
osteoblastos humanos, pelo tempo de 20 dias, com 10 uM de SV. No presente
estudo, dentre os grupos tratados com SV, aqueles submetidos a exposicéao de 0,01
e 0,1 uM pelos periodos de 24 e 72 horas apresentaram aumento significante na
formacdo de nédulos de mineralizacdo, determinando que baixas concentracdes
desta droga, quando aplicadas por curtos periodos de tempo sobre células
odontoblastéides MDPC-23, resultam em importante bioestimulacdo. Yamashita et
al.82 (2008) demonstraram que o tratamento de células tronco pluripontentes de
ratos por 48 horas com 10 pM de SV foi capaz de induzir a diferenciacdo
osteogénica, levando ao aumento na atividade de ALP pelas células. Desta maneira,
parece evidente que diferentes concentracdes de SV pode bioestimular a formacéo
de matriz mineralizada, dependendo do modo de aplicacdo e do tipo de célula
exposta a esta droga. Assim, baseado nos resultados do presente estudo, bem
como de pesquisas anteriores, € possivel sugerir que baixas concentracdes de SV,
além de seguras e citocompativeis, também sdo capazes de bioestimular células
com fenotipo de odontoblastos no processo de formacéo de matriz mineralizada.
Diante do potencial bioativo da SV sobre células pulpares in vitro, 0 emprego
desta droga como coadjuvante no capeamento pulpar tem sido proposta na
literatura. Estudos in vivo foram realizados por meio da aplicacéo direta da SV sobre
0 tecido pulpar mecanicamente exposto, com o objetivo de promover o processo de

dentinogénese reparadora, com consequente deposicdo de barreira mineralizada
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(Asl Aminabadi et al.t, 2013; Jia et al.®’, 2016). Num trabalho relativamente recente,
Asl Aminabadi et al.! (2013) demonstraram que concentracdes de 1 a 5 yM de SV
estimularam a formacdo de barreira mineralizada no tecido pulpar de dentes
deciduos. Porém, os autores relataram que menores concentracdes de SV induziram
maior deposicdo de matriz dentindria e causaram menor reacdo inflamatoria na
regido da ferida pulpar. Jia et al.3’ (2016) demonstraram que a aplicagdo de uma
esponja de gelatina contendo 1 yM de SV promoveu regeneracdo da dentina em
85,8% das amostras de polpas de cdes submetidas a pulpotomia, enquanto que a
esponja de gelatina isoladamente apresentou sucesso em apenas 47,3% das
amostras. Por outro lado, Stein et al.”? (2005) observaram que apenas uma Unica
aplicacdo de 0,5 mg de SV incorporada a um gel de metilcelulose sobre a regido
supraperioesteal da mandibula de ratos estimulou a formacdo 6ssea no local,
associada a menor reacao inflamatéria comparada a doses mais elevadas desta
mesma droga. Apesar dos interessantes e promissores resultados observados
guando a SV foi aplicada sobre polpas expostas, ainda ndo havia estudos na
literatura que avaliaram o possivel potencial bioativo transdentinario desta droga.
Assim, na presente pesquisa pudemos demonstrar que a SV diluida em solucdo
alcodlica é capaz de se difundir através da estrutura dentindria com 0,1 mm de
espessura; no entanto, a dentina proporcionou retencao de cerca de 95,8% a 99,0%
da SV, mesmo quando tratada com EDTA 0,5 N para remocdo da smear layer,
sendo o porcentual de difusdo da SV proporcional a permeabilidade dentinaria.
Desta forma, quatro concentracdes de SV (0,1, 0,5, 1,0 e 2,5 mg/mL) foram
inicialmente selecionadas para avaliar o potencial da SV em bioestimular as células
MDPC-23 via transdentinaria. O etanol 100% foi escolhido como veiculo da SV para
esta analise, visto que estudos prévios demonstraram que a aplicacdo deste
solvente sobre discos de dentina com 0,4 mm de espessura ndo causou danos as
células MDPC-23 in vitro (Bianchi et al.?, 2013). Em estudo in vivo realizado em pré-
molares humanos, a aplicagcdo do etanol 100% n&o resultou em danos ao complexo
dentino-pulpar quando o procedimento foi realizado em cavidades com espessura de
remanescente dentinario inferior a 0,5 mm (Scheffel et al.?2, 2015). Ainda, o etanol é
amplamente empregado nos primers de sistemas adesivos como solvente de facil e
rapida volatilizacdo (Bianchi et al.5, 2013). Assim, no presente estudo, a SV foi
diluida em etanol 100% e aplicada ativamente na superficie da dentina, seguido de

volatilizacdo do etanol com um leve jato de ar, com 0 objetivo de incorporar uma



68

camada de SV na superficie dos discos para promover sua difusdo transdentinéaria.
O pré-tratamento do substrato dentindrio com EDTA 0,5 N por 30 segundos foi
realizado na presente pesquisa devido ao fato deste procedimento promover a
remocado da smear layer presente na embocadura dos tubulos dentinarios, sem,
contudo, ampliar seu diametro (Sauro et al.6!, 2010). Desta maneira, constatamos
que nenhuma das concentracdes de SV testadas causaram danos a viabilidade das
células MDPC-23, sendo que as concentracdes de 1,0 e 2,5 mg/mL promoveram
aumento significativo na atividade de ALP e na deposicdo de nodulos de
mineralizacdo em relagdo ao controle negativo.

Baseado nos resultados do experimento prévio, as concentracfes de 1,0 e
2,5 mg/mL de SV foram selecionadas para os estudos subsequentes, onde avaliou-
se o efeito bioestimulador da SV sobre a superficie dentinaria condicionada ou néo
com EDTA 0,5 N. Nesta analise, observamos que o pré-tratamento da dentina com
sinvastatina tratada ou ndo com EDTA néo causou efeito citotoxico sobre as células
odontoblastoides MDPC-23 comparado ao controle negativo nos periodos de analise
de 1 e 5 dias, confirmando estudos prévios sobre células pulpares humanas em
cultura (Jia et al.?’, 2016; Karanxha et al.3, 2017; Saewong et al.%8, 2013). Apesar
do EDTA e da SV isoladamente nédo reduzirem de modo significativo a viabilidade
celular, os grupos nos quais a dentina foi tratada previamente com EDTA seguido da
aplicacao de 2,5 mg/ml de SV, reducao da proliferacdo celular comparado ao grupo
controle negativo foi observado, visto que valores significativamente inferiores ao CN
foram detectados nestes grupos experimentais aos 14 dias. Jia et al.®” (2016) e
Okamoto et al.>* (2009) observaram reducdo da viabilidade de células pulpares
humanas apds 5 dias de tratamento continuo com 1 uM SV comparado ao grupo
controle negativo; em contrapartida, 0s autores demonstraram aumento na
expressdo de marcadores especificos do processo de sintese e deposicdo de matriz
mineralizada sob estas mesmas condi¢cdes. Resultado similar foi observado no
presente estudo, desde que os maiores valores de atividade de ALP e deposicao de
nédulos de mineralizagdo foram observados para a associacdo EDTA + SV 2,5
mg/mL. Desse modo, parece que a bioatividade sobre as células pulpares possa
estar associada também com uma reducdo na proliferacdo celular em periodos
tardios. Isto poderia ser confirmado por estudos anteriores, onde pesquisadores
observam que células em processo de diferenciacdo apresentam reducdo na sua

capacidade proliferativa em periodos tardios (Baek et al.3, 2005; Kupcsik et al.*°,
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2009). Com relagdo ao tratamento prévio da dentina com EDTA, os valores de
atividade de ALP e deposicao de matriz mineralizada foram maiores quando o EDTA
foi empregado, para ambas as concentragdes de SV; no entanto, apenas a SV 2,5
mg/mL, associada ou ndo ao EDTA, resultou em valores significativamente
superiores ao controle negativo e ao tratamento com EDTA ou EDTA + etanol, para
ambos os parametros testados. Desta forma, a concentracdo de 2,5 mg/mL de SV
foi selecionada para realizacdo dos experimentos subsequentes com aplicacdo de
CIV convencional Ketac Molar (3M ESPE), de forma a simular o procedimento de
forramento cavitario.

O CIV, também conhecido como cimento polialcenoato de vidro, é formado a
partir de uma reacdo aquosa entre o acido poliacrilico e o vidro de fluorsilicato de
aluminio (Sidhu et al.®4, 2016). Apesar de apresentar muitas das propriedades de um
forrador cavitario ideal, este material isoladamente ndo estimula a formacédo de
dentina terciaria, conforme observado por estudos histopatologicos realizados em
dentes humanos, onde cavidades profundas foram forradas com este tipo de
material (Costa et al.13-15, 2003, 2011; de Souza Costa et al.?°, 2007; Six et al.5,
2000; Soares et al.5?, 2016). Assim, a associacdo de técnicas que possam promover
a bioatividade deste procedimento sdo altamente desejaveis e desta forma tem sido
amplamente estudadas (Ferracane et al.?6, 2010). O pré-tratamento da dentina com
SV sob as diferentes condicfes experimentais, associado a aplicacdo do CIV como
forrador cavitario, também néo causou efeito citotoxico sobre as células MDPC-23
comparado ao controle negativo. Leve reducéo na atividade de ALP e na deposicao
de nédulos de mineralizagdo em relagdo ao controle foi observado quando o CIV foi
aplicado sobre os discos com 0,1 mm de espessura. Ao avaliar a citotoxicidade
sobre células MDPC-23 de extratos resultantes do contato direto de diferentes CIVs
em meio de cultura, de Souza Costa et al.’® (2003) demonstraram uma reducéo de
42,5% do metabolismo celular e de 32,5% do numero de células aderidas para o
grupo Ketac Molar (3M, ESPE) em relacdo ao controle negativo. Apesar da
morfologia das células se mostrarem similar ao visualizado no controle negativo, 0s
resultados desse estudo sugerem que altas concentragbes de componentes
citotoxicos foram lixiviados do CIV e que estes induziram um efeito citopatico sobre
as células MDPC-23 em cultura. Além disso, o baixo pH do CIV nas primeiras 24
horas apds a manipulagdo do material também pode estar associado a esse efeito

supressor para as células (Ben-Amar et al.?, 1999; Camilleri et al.°, 2008). Ja foi
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demonstrado que concentracdes de ions Al, Zn e F a cima de 1 mM apresentam
efeito citotoxico sobre células pulpares humanas (Stanislawski et al.5%, 1999).
Quando aplicado diretamente sobre polpa expostas, os CIVs promovem inflamacéo
cronica néao reversivel no tecido pulpar, a qual € atribuida, pelo menos em parte, a
incapacidade das células de defesa em fagocitar as particulas de vidro deste
material, sendo o0 mesmo contra-indicado para o capeamento pulpar direto (do
Nascimento et al.??2, 2000; Costa et al.'#, 2003; Souza et al.’®, 2006). Em
contrapartida, quando a aplicacéo do CIV é realizada sobre o assoalho de cavidades
profundas (remanescente dentinario menor que 0,5 mm), ndo foi observado efeito
téxico importante no tecido pulpar de dentes humanos (Costa et al.*41> 2003; 2011;
de Souza Costa et al.?%, 2007; Soares et al.?’, 2016). Tem sido demonstrado que o
substrato dentinario reduz consideravelmente a citotoxicidade dos materiais
testados, sugerindo que este retarde ou mesmo limite a difusdo transdentinaria de
componentes citotoxicos lixiviados do material (Gerzina, Hume,?® 1994; Stanislawski
et al.%°, 1999). Hume?3® (1994) demonstrou que essa acdo protetora do substrato
dentinario também pode estar relacionada a sua umidade, o que faz com que a
dentina possa atuar na degradacao hidrolitica de componentes toxicos ou mesmo
através da interacdo quimica deste tecido dentario tubular com os componentes dos
materiais. Assim, € possivel sugerir que na presente pesquisa baixas concentracées
de ions possam ter sido liberadas da superficie do CIV para se difundir via
trandentinaria para causar algum dano celular ou até mesmo alteracdes na
caracteristica fenotipica das células MDPC-23. Por outro lado, observamos neste
estudo laboratorial que a aplicacdo do CIV apés condicionamento da dentina com
EDTA e uso 2,5 mg/ml de SV, estimulou as células pulpares quanto a expressao dos
marcadores de diferenciacéo testados. Este tratamento da dentina levou ao aumento
na atividade de ALP em torno de 50% em relagdo ao controle negativo, e em torno
de 73% em relacdo a aplicagcdo do CIV associado ou ndo apenas ao EDTA.
Consequentemente, aumento expressivo na deposicao de matriz mineralizada foi
observado, sendo em torno de 129% em relacdo ao controle, e em torno de 140%
em relacdo aos grupos que receberam CIV em dentina ndo tratada com SV. Assim,
consideramos que este protocolo inovador apresenta-se com uma técnica bastante
promissora na indugcdo na formacdo de dentina reacional em caso de cavidade
bastante profunda, com espessura de remanescente dentinario na eminéncia de

exposicao pulpar.



71

Sabe-se que um importante fator que pode contribuir decisivamente para o
insucesso do capeamento pulpar indireto € a falha em restabelecer a homeostasia
do complexo dentinho-pulpar, seja por componentes citotoxicos lixiviados dos
materiais forradores, ou mesmo por patdogenos cariogénicos que liberam toxinas
passiveis de alcancar a polpa via transdentindria e desencadear um processo
inflamatério intenso e persistente (De Souza Costa et al.?!, 2014). Pode-se ainda
somar a isto, o fato destes materiais forradores contemporaneos nao apresentarem
potencial bioativo capaz de induzir uma reposta positiva das células pulpares
presentes abaixo da cavidade (Costa et al.13-15, 2003, 2011; de Souza Costa et
al.?%, 2007; Six et al.’¢, 2000; Soares et al.?’, 2016). Dessa forma, o emprego de
substancias capazes de induzir rapida formacdo de matriz mineralizada quando
aplicada sobre a superficie dentinaria, associado a propriedades antimicrobianas
contra patégenos envolvidos com o processo da carie, seria bastante interessante
com o objetivo de aumentar os indices de sucesso clinico do CPI. Estudos na
literatura tem demonstrado que a SV, além de apresentar importantes propriedades
bioativas sobre o processo de sintese e mineralizacdo da matriz éssea/dentinaria
(Asl Aminabadi et al.t, 2013; Jia et al.3’, 2016; Stein et al.”%, 2005), também tem
comprovada atividade antimicrobiana (Bergman et al.®, 2011; Haeri et al.?®, 2015;
Macreadie et al.*>, 2006), porém em concentra¢ées distintas para cada uma dessas
finalidades. Haeri et al.?° (2015) demonstraram que 1,0 mg/ml de SV exibiu atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Enterococcus
faecalis. Outro estudo, por sua vez, avaliou o efeito antibacteriano da SV contra
patégenos primarios do trato respiratério, sendo que os autores observaram que o
valor da concentracdo inibitéria minima desta droga sobre Streptococcus
pneumoniae e Moraxella catarrhalis foi de 15 mg/ml (Bergman et al.>, 2011).
Macreadie et al.*® (2006) avaliaram o efeito antifiingico da SV contra Aspergillus
fumigatus e cinco espécies de Candida, observando que uma concentracédo de 1000
UM foi capaz de inibir o crescimento de todas as espécies selecionadas para o
estudo. Corroborando com esses estudos prévios que afirmam o potencial
antimicrobiano dessa droga, nossos resultados demonstraram que as concentracoes
de SV de 1,0 e 2,5 mg/ml inibiram o crescimento de S. mutans e L. acidophilus,
ratificando seu amplo espectro de acdo e possivel aplicabilidade terapéutica.

Na presente pesquisa, a inibicAo do crescimento bacteriano também foi

avaliada para o etanol 100%, uma vez que a SV foi diluida neste solvente. Tem sido
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demonstrado ag¢ao antimicrobiana do etanol contra diversas linhagens, como
Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Eikenella corrodens e Candida
albicans (Vlachojannis et al.”®, 2015). Welsh et al.”® (2009) também observaram
acdo antibacteriana desse solvente contra Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Enterococcus faecalis sensivel e resistente a vancomicina e Staphylococcus
aureus suscetivel e resistente a meticilina. Esses resultados confirmam os achados
do presente estudo no qual foi possivel observar acdo antimicrobiana do etanol
contra as cepas avaliadas, sugerindo que esse solvente possa estar atuando de
modo sinérgico com SV nas suas concentragfes testadas neste estudo.

Como esperado, o controle positivo usado neste estudo para avaliar a acao
antimicrobiana da SV, representado pela Clorexidina a 2%, apresentou intenso efeito
sobre as cepas usadas, o que corrobora com estudos anteriores (Bruschi et al.g,
2006, Cardoso et al.’°, 2016, Hajifattahi et al.*°, 2016). A Clorexidina demonstrou
melhor acdo contra L. acidophilus em relacdo aos demais grupos experimentais da
presente pesquisa, porém efeito similar foi encontrado contra S. mutans quando
comparado com o grupo SV 2,5 mg/ml. Assim, a SV na concentracdo de 2,5 mg/ml,
aplicada sobre o substrato dentinario de uma cavidade bastante profunda acometida
pela doenca cérie, pode surgir como um possivel coadjuvante no protocolo de
forramento cavitério, atuando em duas vias distintas para o restabelecimento da
homeostasia do complexo dentino-pulpar. A primeira via esta relacionada com a
acao antimicrobiana da SV, a qual, ao ser aplicada sobre uma dentina afetada por
carie, numa concentracao téxica para bactérias cariogénicas, poderia impedir que
esses microrganismos e seus subprodutos viessem alcancar e danificar o tecido
pulpar via trandentinaria. A segunda via se refere a acéo bioativa da SV, a qual, ao
ser aplicada nessa mesma condicdo sobre a dentina poderia se difundir via
transdentinaria para bioestimular os odontoblastos a secretar, de forma rapida e
efetiva, uma dentina reacional protetora. No entanto, estudos in vivo sdo necessarios
para validar estas hipdteses, visto que no presente estudo apenas estudos
laboratoriais foram realizados.

Outra propriedade importante para a longevidade dos protocolos de CPI é a
resisténcia de unido entre o forrador cavitario e o remanescente dentario. O CIV, em
particular, apresenta como uma de suas qualidades a unido quimica com o substrato
dentério, através de fortes ligaces idnicas entre o Ca?* do esmalte/dentina e grupos

carboxilicos do acido poliacrilico presente no material (Sidhu, Nicholson,®* 2016).
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Porém, alguns CIVs, incluindo o Ketac Molar, devem ser usados apenas apés o preé-
tratamento da dentina com uma substancia passivel de remover a smear layer e
desmineralizar parcialmente a superficie dentaria. Este condicionamento da dentina
parece permitir uma unido quimica mais estavel, resultante de uma interacao direta
entre material e o substrato dentinario, bem como, com a finalidade de aumentar a
area de superficie, proporcionando também unido micro-mecéanica na interface
dente/ restauracdo (Sidhu, Nicholson,%* 2016). Dentre os condicionadores
dentinarios mais utilizados estéo o acido poliacrilico e o EDTA (Youm et al.8, 2015).
O éacido poliacrilico € um &cido fraco que remove parcialmente a smear layer,
liberando ions calcio e fosfato na superficie da dentina para promover reacgao
guimica com o material forrador cavitario (Broyles et al.”, 2013). Por outro lado, o
EDTA é um agente quelante de célcio, o qual apresenta pH neutro capaz de
remover seletivamente a hidroxiapatita do tecido duro e da smear layer (Jacques,
Hebling,3¢ 2005). Observamos no presente estudo que os melhores resultados de
resisténcia de unido ocorreram para o grupo tratado previamente com EDTA0,5N e
para o grupo pré-tratado com acido poliacrilico 25 % (controle positivo selecionado
de acordo com a técnica recomendada pelo fabricante do CIV usado neste estudo).
Esses resultados confirmam dados cientificos prévios, onde foi demonstrado que o
pré-tratamento da dentina com EDTA (El-Askary, Nassif,?® 2011; Fagundes et al.?,
2009; Fahmy et al.?®, 2015; Kusunoki et al.**, 2010; Munirathinam et al.>, 2012; Prati
et al.®, 1992; Youm et al.®3, 2015) ou &cido poliacrilico (El-Askary, Nassif,?® 2011;
Prati et al.%, 1992; Youm et al.?3, 2015) determina uma melhor resisténcia de unido
entre a dentina e o CIV, comparado ao grupo onde nao se realizou o
condicionamento do substrato dentinario. Entretanto, um estudo piloto conduzido ao
longo do experimento (dados néo incluidos), demonstrou que o pré-tratamento da
superficie dentinaria (espessura de 0,1 mm) com &cido poliacilico a 25% quando
aplicado conforme as recomendag¢fes do fabricante (Tabela 6) causou reducédo da
viabilidade celular em torno de 30,6% sobre células MDPC-23 ap6s 72 horas em
contato com o extrato comparado ao grupo CN. Este efeito n&o foi observado para o
EDTA, sendo este, portanto, selecionado, na presente pesquisa, como agente
condicionador de dentina. Assim, apesar do acido poliacrilico ser tdo efetivo quanto
o0 EDTA para promover uma melhor adeséo do CIV Ketac Molar com a dentina, sua
utilizacdo em cavidades muito profundas pode contribuir para possiveis danos as

células pulpares (Soares et al.%’, 2016).



74

Quando a SV foi associada ao pré-tramento da superficie dentindria com
EDTA 0,5 N, observamos no presente estudo que os valores de resisténcia de unido
foram equiparados ao grupo ausente de tratamento de superficie. Por outro lado, ao
aplicar a SV sobre a dentina ndo condicionada, a resisténcia de unido foi reduzida
em relacdo aos demais grupos experimentais. Diante desses resultados, supdem-se
gque a camada de SV formada sobre a dentina possa se comportar de modo
semelhante a smear layer, interferindo, de alguma maneira na unido quimica entre o
CIV e substrato dental. Na auséncia de qualquer tratamento da superficie dentinaria,
a manutencdo da smear layer juntamente com a presenca desta substancia
hidrofébica, dificultou ainda mais a interacdo entre o material forrador e a dentina
(Munirathinam et al.%%, 2012), levando a uma menor resisténcia de unido comparado
aos demais grupos experimentais.

Apesar da resisténcia de unido a dentina ser uma importante propriedade
para os materiais dentarios, talvez essa propriedade ndo tenha tanta relevancia em
situacdes clinicas de eminéncia de exposicdo pulpar resultante da remocéo
mecanica da lesdo de céarie (Czarnecka et al.'®, 2007). Neste caso, estaremos diante
de uma cavidade com um remanescente dentindrio muito delgado, altamente
permeavel e com baixo contetdo de célcio (de Souza Costa et al.?%, 2014), o que
dificultaria, por si s6, a adesédo do CIV com a dentina subjacente. Diante da urgente
necessidade em restabelecer as condicbes de normalidade e homeostasia do
complexo dentino-pulpar, evitando dessa forma uma progressdao do processo
inflamatoério que pode levar a necrose do tecido pulpar, as propriedades bioldgicas
proporcionadas pelo uso da SV parece sobrepor as propriedades adesivas do CIV,
especialmente em cavidades muito profundas. Além disso, € relevante ressaltar que
a SV deve ser aplicada apenas sobre a superficie pulpar/axial da cavidade, uma vez
qgue sua finalidade primordial seria difundir-se via transdentinaria para bioestimular
as células pulpares subjacentes. Consequentemente, as paredes circundantes da
cavidade devem permanecer livres da aplicacdo dessa substancia para permitir a
formacao da importante interface de unido entre o CIV e a dentina.

Diante dos dados cientificos ja apresentados na literatura e dos relevantes e
originais resultados obtidos na presente pesquisa, guardando as limitacdes desta ter
sido realizada in vitro, parece interessante, neste momento, sugerir a inclusao da
aplicacdo da SV no protocolo de forramento de cavidades muito profundas com o

CIV Ketac Molar. Possivelmente, esta associacdo podera melhorar a propriedade
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antimicrobiana e conferir maior bioatividade do procedimento forrador com o
complexo dentino-pulpar, particularmente em situagBes clinicas onde o
remanescente dentinario entre a cavidade e a polpa é excessivamente delgado,
requerendo o uso de materiais com importantes e definidas propriedades fisicas,
quimicas e biolégicas (de Souza Costa et al.?!, 2014; Ferracane et al.?6, 2010).
Dentro desta condicao clinica, espera-se que ocorra uma lenta e continua liberagcéo
de baixa concentracdo de SV, capaz de se difundir através dos tubulos dentinarios,
para entdo biostimular os odontoblastos. Assim, estas células pulpares que revestem
internamente a dentina, poderdo depositar dentina reacional na area da polpa
relacionada com o assoalho cavitario, afastando este tecido conjuntivo sensivel e
especializado de possiveis efeitos nocivos futuros, causados por componentes
toxicos de materiais restauradores ou microrganismos e seus sub-produtos. No
entanto, futuros estudos in vivo sdo necessarios para que possamos verificar se 0s
mesmos resultados promissores observados neste estudo laboratorial também se

repetem nas condicdes clinicas especificas.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados do presente estudo laboratorial & possivel

concluir que:

- A concentracdo de 0,01 uM de sinvastatina, aplicada por 24 horas sobre células
odontoblastéides MDPC-23 em cultura, pode ser considerada citocompativel e
bioestimuladora;

- Sinvastatina, na concentracdo de 1 mg/mL, € capaz de se difundir através da
dentina com 0,1 mm de espessura, sendo a concentragao liberada permeabilidade-
dependente;

- A concentracdo de 2,5 mg/mL de sinvastatina, quando aplicada sobre dentina livre
de smear layer, seguido do uso do CIV Ketac Molar, é capaz bioestimular, por via
transdentinaria, células odontoblastéides MDPC-23 em cultura;

- Sinvastatina, na concentracdo de 1,0 mg/ml e 2,5 mg/ml, apresenta acéo
antimicrobiana contra Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophilus;

- A resisténcia de unido ao microcisalhamento entre CIV Ketac Molar e dentina
apresentou melhores valores quando sinvastatina a 2,5 mg/mL foi aplicada sobre a

superficie dentinaria livre de smear layer.
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