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RESUMO

Berti GO. Comparacédo da dinamica da resposta celular utilizando dois diferentes
biomateriais: Nanoparticulas de Hidroxiapatita e Agregado Tridoxido Mineral (MTA)
[dissertacdo]. Sdo Paulo: Universidade de S&do Paulo, Faculdade de Odontologia;
2013.Versao Corrigida.

As células da polpa dental ttm o potencial de responder a estimulos externos
e reparar o tecido dentario lesionado. Nos dentes, as lesfes cariosas profundas e as
lesbes trauméticas sdo frequentes e resultam em alteracbes pulpares. Com o
desenvolvimento da ciéncia e a busca de formas inovadoras de tratamento utilizando
biomateriais de tamanho cada vez menor, verificar a biocompatibilidade desses
materiais antes da aplicacdo clinica se mostra necessario e promissor. Assim, a
finalidade deste estudo foi avaliar a biocompatibilidade de uma nova nanoparticula
de hidroxiapatita utilizando células pulpares humanas em cultura. As Nanoparticulas
de Hidroxiapatita (HAp) utilizadas em nosso estudo sdo um material nhovo e ainda
ndo disponivel para a pratica clinica. Como paradmetro comparativo, foi utilizado o
material ja consagrado na Odontologia para tratamentos endodénticos, o Agregado
Trioxido Mineral (MTA). Para tanto, foram realizados testes de biocompatibilidade
(MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-y)5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil-2H-tetrazolio)).
Foi preparada uma solucao de material na concentracéo de 0,1g/ml diluido em meio
de cultura, proporgdo preconizada pela norma ISO 10.993-12 (ISO, 1996). Esta
solucéo foi diluida em 3 diferentes concentracdes (1/10, 1/100 e 1/1000). Também
foram realizados testes de migracdo celular e testes de capacidade de
diferenciacéo, na concentracao de 1/100. Como resultados pudemos verificar que as
células da polpa foram viaveis quando expostas a diferentes concentracdes de HAp,
proliferaram mais quando tratadas com HAp na concentracdo de 1/100, migraram
em direcdo aos materiais estudados e diferenciaram-se em tecido mineralizado
quando em contato direto com ambos materiais estudados. Concluimos que o novo
material testado é biocompativel e capaz de induzir mineralizacdo em células de
polpa dental sugerindo que as HAp podem ter aplicacdes clinicas futuras em tecidos

mineralizados como 0sso e dente.

Palavras-chave: Biocompatibilidade. Células da polpa dental. Nanoparticulas.
Hidroxiapatita. MTA. Biomaterial.



ABSTRACT

Berti GO. Comparison of dynamic cellular response using to different biomaterials:
Nanobeads of Hidroxyapatite and Mineral Trioxide Aggregate (MTA). Sédo Paulo:
Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; dissertation; 2013.
Corrected Version.

The dental pulp cells have the potential to respond to external stimuli and repair the
dental tissue injury. On teeth, deep carious lesions and traumatic injuries are
common and result in pulp changes. With the development of science and the search
for innovative treatment forms using reduced size biomaterials, to verify the
biocompatibility of these materials before clinical application has become necessary
and promising. Thus, the purpose of this study was to evaluate the biocompatibility of
a new hydroxyapatite nanoparticle using human pulp cells in culture. The
nanoparticles of hydroxyapatite (HAp) used in our study are new material and not yet
available for clinical practice. As a comparator, we used the material already used in
dentistry to root canal treatment, the Mineral Trioxide Aggregate (MTA). To do so,
biocompatibility (MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-y)5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil-
2H-tetrazolio)). A solution of the material in a concentration of 0.1 g / ml diluted in
culture medium recommended by ISO 10993-12 (ISO 1996) standard was prepared.
This solution was diluted in three different concentrations (1/10, 1/100 and 1/1000).
Were also performed cell migration and differentiation capacity assays at a
concentration of 1/100. As results, we found that the pulp cells were viable when
exposed to different concentrations of HAp, they proliferated more when treated with
1/100 HAp concentration, migrated toward the studied materials and differed into
mineralized tissue when there was direct contact with both materials studied. We
conclude that the new material tested is biocompatible and able to induce
mineralization of dental pulp cells suggesting that the HAp may have future clinical

applications in mineralized tissues such as bone and tooth.

Keywords: Biocompatibility. Dental pulp cells. Nanoparticles. Hydroxyapatite. MTA.
Biomaterial.
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1 INTRODUCAO

A polpa dentaria € um tecido conjuntivo frouxo constituido de varios tipos
celulares, substancia fundamental amorfa e tecidos vasculares e neurais. Durante a
homeostase tecidual, ap6s uma lesdo ou em decorréncia do processo de
envelhecimento, a vitalidade da polpa depende da atividade das células pulpares
(Tranasi et al.,, 2009; Lee et al.,, 2013). A polpa forma uma acdo de defesa em
resposta a diferentes estimulos que causam danos a sua estrutura. Quando o
estimulo ndo excede a capacidade de cicatrizagdo do tecido pulpar, ocorre a
formacdo da dentina terciaria através do potencial de regeneracdo do complexo
dentino-pulpar (Smith et al., 1995; Chan et al., 2005; Modena et al., 2009).

Apesar dos avancos na prevencao da carie dentaria, da melhor compreensao
do desenvolvimento da doenca e do entendimento da importancia de se manter a
denticdo tanto decidua quanto a permanente higida, ainda ocorre, frequentemente,
lesBes cariosas profundas que culminam com a injdria pulpar (Huang et al., 2009).
Além disso, injurias traumaticas, principalmente em dentes anteriores também
ocasionam comprometimento frequente da polpa (Ferreira et al., 2009).

A conservacgao dos dentes com alteracdes pulpares provocadas por lesdes de
carie ou por traumatismo € um desafio terapéutico (Ferreira et al., 2009). Nesse
sentido, a odontologia moderna lanca méao de ferramentas terapéuticas, em especial
relacionadas ao uso de materiais bioativos e/ou protetores do complexo dentinho-
pulpar. E assim surge a necessidade de estudos sobre as caracteristicas, a
biocompatibilidade e o potencial bioativo desses materiais.

Com o desenvolvimento da ciéncia e a busca de novas formas de tratamento,
0s estudos sobre biocompatibilidade se tornaram indispensaveis e pesquisadores
tém se mobilizado na busca da utilizacdo de materiais ideais para auxiliar no reparo
pulpar. Desta forma, primeiramente, testes de biocompatibilidade in vitro devem ser
realizados com o intuito de conhecer as propriedades do biomaterial quando em
contato com células e em seguida deve-se testar os novos materiais em modelos in
vivo (Pereira, 2008; Pereda et al., 2012).

E importante salientar que a odontologia atual conta com numerosos
materiais utilizados para protecdo e tratamento da polpa lesionada. Dentre esses
materiais, podemos citar a hidroxiapatita (HA) e o Agregado Tridxido Mineral (MTA)

como os mais utilizados. O MTA é um material j& consagrado na Odontologia, e
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mostra-se biocompativel em numerosas aplicagbes clinicas no tratamento
endodontico (Torabinejad; Chivian, 1999; Roberts et al., 2008; Torabinejad; Parirokh,
2010).

A hidroxiapatita pode ser construida de estrutura fisico-quimica diversa e
recentemente esse material surgiu na forma de nanoparticulas (Sadat-Shojai et al.,
2011). As nanoparticulas utilizadas em nosso estudo tém propriedades inéditas e
foram projetadas pelo Professor Giancarlo Brito do Instituto de Fisica da
Universidade de S&o Paulo.

E importante salientar que o MTA encontra-se disponivel comercialmente e é
utiizado de forma rotineira na préatica clinica, enquanto as nanoparticulas de
hidroxiapatita foram recentemente desenvolvidas e ainda ndo estdo disponiveis
comercialmente, necessitando entdo, de testes para melhor entendimento de suas
propriedades.

Assim sendo, nesse estudo serdo realizados ensaios para testar a proliferacao
e viabilidade, a capacidade de migracdo e a capacidade de diferenciacdo de células

pulpares frente ao MTA e as nanoparticulas de hidroxiapatita.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A fim de melhor elaborar a presente revisdo de literatura, a mesma sera

apresentada em topicos.

2.1 A Polpa dentaria e suas Células — Resposta a injuria e capacidade de

reparacao

A Polpa dentéria é formada por tecido conjuntivo frouxo e em conjunto com a
dentina forma uma estrutura integrada denominada complexo dentino-pulpar, que
tem origem embrioldgica na papila dentaria. Quando examinada histologicamente,
evidenciam-se diversos componentes celulares, dentre o0s quais destacam-se
odontoblastos, fibroblastos, células-tronco, macréfagos e outras células
imunocompetentes (Nonaka et al., 2005).

Os odontoblastos que sdo células exclusivas da polpa dentaria formam uma
camada de revestimento periférica, possuem um prolongamento que se estende no
interior da dentina e sdo responsaveis pela formacao do tecido dentinario. Acredita-se
que o tempo de vida dos odontoblastos seja 0 mesmo do dente viavel, uma vez que
essas sao células terminalmente diferenciadas. Outra célula presente no tecido
pulpar é o fibroblasto, que é a célula mais numerosa na polpa e tem a funcao de
formar e manter a matriz pulpar, que consiste em colageno e matriz extracelular
(Nanci, 2008).

Além destes tipos celulares existem: os macréfagos, responsaveis por eliminar
as células mortas da polpa; os linfécitos, responsaveis pela resposta imunoldgica; as
células dendriticas, responsaveis por capturar e apresentar o antigeno estranho para
os linfocitos T; e finalmente as células mesenquimais indiferenciadas (células-tronco),
gue por sua vez, podem originar dos diferentes tipos celulares da polpa dental.
Diversas funcdes desempenhadas pela polpa podem ser enaltecidas, especialmente,
a formacdo da dentina, além de varias fungbes secundarias relacionadas a
sensibilidade, hidratacdo e defesa tecidual (Nonaka et al., 2005; Nanci, 2008).

A polpa dental desenvolve um papel importante na formagdo e nutricdo da

dentina, assim como na inervagao e defesa do dente. A formagao da dentina inicia-se


http://pt.wikipedia.org/wiki/Tecido_conjuntivo_frouxo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dentina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Complexo_dentino-pulpar
http://pt.wikipedia.org/wiki/Papila_dent%C3%A1ria
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no momento em que as células mesenquimais indiferenciadas, encontradas na
periferia do tecido pulpar, se diferenciam em odontoblastos e comegam depositar
matriz de coldgeno em uma sequéncia de deposicdo/mineralizacdo que culmina com
a completa formacéo dos tubulos dentinarios (Modena et al., 2009).

O complexo dentino-pulpar tem um potencial de regeneragdo natural
exemplificado pela formacdo da dentina terciaria (Modena et al., 2009). O tecido
pulpar esta constantemente sujeito a varias agressdes ambientais como as causadas
por lesdo de carie, calor, trauma mecanico e utilizacdo de diferentes materiais
restauradores. A polpa em resposta a estes diferentes estimulos, forma uma agéo de
defesa que inclui a presenca de células inflamatérias e dilatacdo e permeabilidade
dos vasos sanguineos. Quando o estimulo ndo excede a capacidade de cicatrizacao
da polpa, pode ocorrer a reparacao. Assim, de acordo com 0s Varios tipos de injuria,
as células pulpares tém uma capacidade intrinseca de se diferenciarem em
odontoblastos e produzirem diferentes tipos de proteinas para reparar a lesdo (Smith
et al., 1995; Chan et al., 2005; Modena et al., 2009).

A dentina terciaria diferente das dentinas primaria e secundaria que se formam
ao longo de toda a margem dentina-polpa, € produzida apenas pelas células que sao
diretamente afetadas pelos estimulos. Algumas caracteristicas como a quantidade, a
qualidade ou o grau de dentina terciaria produzida estédo relacionadas com a resposta
celular desencadeada, que depende da intensidade e duracdo dos estimulos. Além
disso, a dentina terciaria é subclassificada em dentina reacional, ou reparativa
(osteodentina) (Nanci, 2008).

Quando a leséo de cérie é removida antes de ocorrer uma lesdo pulpar, um
processo de reparo inicia-se e a sintese de colageno é acelerada nessa fase. Se os
odontoblastos sobrevivem, eles sdo capazes de depositar a dentina reacional, se
ndo, as células-tronco migram para o local da lesdo e se diferenciam em células
semelhantes aos odontoblastos formando entdo a dentina reparativa (Chan et al.,
2005).

A deposicéo de coldgeno no tecido pulpar € aumenta pela acdo de citocinas. A
sintese de colageno ocorre atraves da mediacdo dos fatores de crecimento de
transformacao (TGFs) nas subunidades B1 e B2 e interleucinas (IL), em especial a IL-
18 (Barkhordar et al., 2002; Chan et al., 2005). Os fibroblastos sdo recrutados em um

microambiente inflamatério para depositar uma quantidade notavel de colageno. A
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sintese de colageno produzida por fibroblastos durante um processo inflamatorio é
um evento chave no reparo da polpa dentaria humana (Chan et al., 2005).

O sucesso no resultado na terapia de polpas vitais depende do tipo e
localizacdo da injaria, idade do paciente, modalidade do tratamento (material de
capeamento) e integridade da cavidade a ser restaurada (Tziafas, 2004). Nesse
sentido, a terapia celular e engenharia tecidual tém-se tornado técnicas promissoras
na regeneracdo do complexo dentino-pulpar, especialmente na regeneracao
endodoéntica (Ishimatsu et al., 2009). Nesse contexto, as células-tronco tem um papel
fundamental.

Células-tronco sdo células indiferenciadas. As suas principais caracteristicas
sdo: a capacidade de auto-renovacao, ou seja, elas sdo capazes de se multiplicar,
mantendo seu estado indiferenciado e assim proporcionando uma reposicao ativa de
sua populacdo de maneira constante nos tecidos; e a capacidade de se diferenciar
em diversos tipos celulares tendo entdo um papel regenerativo quando algum tecido
sofre uma lesdo ou injuria (Blau et al., 2001; Lemischka, 2005). Essas células ja
foram isoladas de varios tecidos humanos, incluindo medula 6ssea, tecido neural e
pele, entre outros (Gronthos et al., 2002; Friedlander et al., 2009).

Gronthos et al., no ano 2000, foram os primeiros a encontrar populacdes de
células-tronco na polpa de dentes permanentes (abreviado do inglés DPSC- Dental
Pulp Stem Cells) e posteriormente, na polpa de dentes deciduos (abreviado do
inglés SHED- Stem Cells from Human Exfoliated Deciduos Teeth) (Miura et al.,
2003). Estas células-tronco tanto da polpa de dentes deciduos como as de dentes
permanentes, mostraram-se capazes de originar um tecido semelhante ao complexo
dentino-pulpar, composto de matriz mineralizada e tubulos delimitados por células
semelhantes a odontoblastos (Gronthos et al., 2000; Miura et al., 2003).

No entanto, pesquisas realizadas por Miura et al. (2003), verificaram que as
células-tronco dos dentes deciduos séao diferentes das DPSCs pois apresentam
maior taxa de proliferagdo, maior capacidade de formar colénias e capacidade de
osteoinducdao in vivo. Isto pode ocorrer, pois as SHEDs representam uma populacao
de células multipotentes que talvez seja mais imatura do que as DPSCs. Apés o
transplante in vivo as SHEDS foram capazes de induzir a formacdo déssea, gerar
dentina, e sobreviver em cérebro de camundongo junto com a expressao de

marcadores neurais (Miura et al., 2003).
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Autores como Huang et al. (2010), mostraram evidéncias de que o tecido
pulpar pode ser regenerado no espaco vazio do canal radicular por células-tronco da
papila apical e polpa dental uma vez que estas células se diferenciam em
odontoblastos e realizam o processo de formacao de dentina.

A exata origem e localizacdo das células-tronco no interior da polpa dentéria
ainda nédo esta clara, no entanto, estas células exibem fenétipo consistente com nicho
perivascular (Shi; Gronthos, 2003). Além disso, estudos mostraram que essas células
possuem ciclagem lenta e capacidade de resposta a injaria (Técles et al., 2005).

Em seu estudo, Técles et al. (2005), utilizaram terceiros molares humanos
recém extraidos para entender a ativacdo e a migracao de células-tronco da polpa
dental apos preparacédo de uma cavidade profunda com exposicao pulpar. Para tanto,
utilizaram a imunomarcacdo para BrdU (nucleosideo analogo da timina). Apos
incubacdo dos dentes em contato com o nucleosideo durante 1 dia, o BrdU foi
localizado no nucleo das células na regido perivascular. A imunomarcagdo com BrdU
foi forte nas células da regido dos vasos sanguineos que rodeiam a cavidade de
injaria pulpar e menor nos vasos sanguineos mais distantes da cavidade. Apés 2
semanas de observacao depois da incubacado, as células positivas foram vistas na
periferia da cavidade. Ao fim de 4 semanas, a imunomarcacéo foi localizada somente
nas células presentes na area da cavidade (Técles et al., 2005). Estes resultados
demonstram claramente que as células-tronco da regido perivascular podem
proliferar em resposta a lesdo de odontoblastos.

O processo de reparo apos a exposicao pulpar pode ser influenciado por
diferentes materiais, que sdo biocompativeis, mas que ndo séo ideais visto que nao
devolvem a vitalidade celular (Yavari et al., 2012a). Nesse sentido, a engenharia
tecidual caminha para utilizacdo de células associadas a esses materiais para
acelerar e/ou melhorar o processo de regeneracao/reparacao tecidual (Miura et al.,
2003).

Nesse sentido, o tipo de material utilizado para auxiliar na reparacao tecidual,
suas propriedades e principalmente a biocompatibilidade do material sao
considerados de suma importancia (Schenk et al., 1994). Nos proximos paragrafos

descreveremos sobre a utilizagdo dos biomateriais em Odontologia.



19

2.2 Biomateriais na Odontologia

Na Odontologia restauradora, tecidos dentinarios perdidos sao substituidos por
materiais sintéticos, como liga de titanio, resinas compostas e ceramica zirconia (Kim,
et al., 2009). Porém, hoje, com advento da engenharia tecidual, existe um maior
interesse na regeneracédo biologica das estruturas dentarias perdidas.

Mesmo diante da valorizacdo dos principios estéticos e mecanicos dos
materiais restauradores, os fatores biolégicos sdo de extrema importancia para a
manutencdo da vitalidade do complexo dentino-pulpar e devem ser levados em
consideracao para obter o sucesso dos procedimentos clinicos. Assim sendo, alguns
materiais odontolégicos aplicados sobre o complexo dentino-pulpar podem
representar um fator agressivo relacionado principalmente aos seus componentes
quimicos (Hume; Gerzina, 1996; Moharamzadeh et al., 2007). Por outro lado, outros
materiais podem ajudar no processo de reparacéo (Pereda et al., 2012).

Nesse contexto, a busca da manutencgédo da vitalidade e integridade pulpar tem
sido um fato corriqueiro na Odontologia moderna, por isso a biocompatibilidade é um
termo que abrange varios aspectos de um mesmo material (Calixto, 2001).

Biocompatibilidade e durabilidade sdo dois fatores de suma importancia na
avaliacdo de um biomaterial. Afinal, o tecido vivo deve sobreviver em contato com o
esses materiais (Byrom, 1991), os mesmos ndo devem ocasionar rea¢des adversas
ao organismo e devem manter sua funcdo durante sua vida atil (Byrom, 1991).

A biocompatibilidade, segundo o diciondrio da lingua portuguesa, significa
compatibilidade entre um implante e o tecido biol6gico em que é inserido ou com o
qual é posto em contato (Infopédia, [2013]). Neste contexto, a biocompatibilidade
determina a capacidade do material funcionar para uma aplicagdo especifica e na
presenca de uma integracdo ao hospedeiro sem oferecer riscos a seguranca do
paciente (Schenk et al., 1994).

De maneira geral, um biomaterial é qualquer substancia, exceto
medicamentos, que pode ser usado por qualquer periodo de tempo como parte de
um sistema que objetiva o tratamento ou a reposicdo de um tecido, 6rgédo ou fungéo

do corpo (Schmalz, 2002). Pode-se afirmar, ainda, que um biomaterial € uma
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substancia pura de natureza sintética e natural, que podera ser utilizado de maneira
temporaria ou permanente com o0 objetivo de aumentar, substituir ou melhorar a
situacdo dos tecidos ou 6rgaos (Williams, 1987).

Sendo assim, um biomaterial deve induzir uma reacéo inicial benigna e esta
reacdo deve ocorrer rapidamente e ser substituida por uma reacdo de formacgéo
tecidual com finalidade de repor os tecidos perdidos (Gregui; Campos Junior, 1994).

Ha mais de 60 anos, o hidréxido de calcio é utilizado principalmente nos
procedimentos de reparacdo pulpar por apresentar propriedade de estimular a
dentina esclerética e reparativa e proteger a polpa contra estimulos térmicos e
antibacterianos (Foreman; Barnes, 1990). Esse material € indicado para capeamento
pulpar direto e indireto, apicificacéo, apicigénese, tratamento de reabsor¢cédo de canal
e perfuracdo de canal, sendo certamente um dos materiais mais estudados e
classificado como padrdao ouro em testes de biocompatibilidade (Demarco et al.,
2001; Farhad; Mohammadi, 2005).

Sua elevada alcalinidade promove um processo de necrose superficial por
coagulacdo em meio a injuria tecidual. Essa necrose estimula a sintese de colageno
que é incorporado a sais minerais compondo uma matriz calcificada (fibrodentina). A
fibrodentina estimula uma cascata de diferenciacéo celular que culmina na formacéo
de uma barreira de tecido mineralizado (Schroder, 1985; Goldberg; Smith, 2004).

A presenca dessa barreira de tecido mineralizado deve ser reconhecida nao sé
como uma barreira estrutural contra futuras lesdes, mas também como sinal de
recuperacdo bioldgica representada pela atividade dos odontoblastos (Stanley;
Pameijer, 1997; Modena et al., 2009). No entanto, a importancia dessa barreira de
tecido mineralizado formado apdés o capeamento tem sido contestada por estudos
gue mostram multiplos defeitos e inclusdes celulares ocorridas apdés o capeamento
com hidroxido de calcio (Modena et al., 2009).

Podemos citar outras limitagcdes do hidroxido de calcio como sua baixa
adesividade a estrutura dental, alta solubilidade em fluidos teciduais, baixa
resisténcia mecanica e pouca compatibilidade com o tecido pulpar quando
comparado a outros biomateriais como o MTA (Accorinte et al., 2008).

Em seu estudo, Lacativa et al. (2012), tiveram como objetivo avaliar por meio
da técnica de implante intra-6sseo 0s materiais mais comumente usados para a
terapia pulpar na area de odontopediatria: hidroxido de calcio, pasta Guedes Pinto e

pasta CTZ (cloranfenicol, tetraciclina e oxido de zinco e eugenol). Trinta animais
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foram utilizados para realizacdo do estudo. Estes animais foram divididos em grupos
de acordo com o biomaterial, 10 animais para cada grupo testado, e ainda foram
divididos em periodos experimentais de 4 e 12 semanas. Os animais receberam um
implante em cada lado da parte inferior da sinfise mandibular. No final dos periodos
de observagéo, os animais foram sacrificados e as amostras foram preparadas para
exame histologico. Observou-se, apés 4 semanas, que nos animais tratados com
hidroxido de calcio e com a pasta CTZ ocorreu inflamacéo grave tecidual, com uma
grande quantidade de tecido necrético, presenca de linfocitos, reacdo de corpo
estranho e reabsorcdo 6ssea. A pasta Guedes Pinto induziu pouca ou nenhuma
inflamacéo. Apos 12 semanas, os grupos tratados com hidréxido de calcio e com a
pasta Guedes Pinto apresentaram reacdes inflamatérias muito leves, e ainda foi
observado substituicdo por tecido 6sseo recém-formado, enquanto resposta
inflamatdria moderada a severa foi observada com a pasta CTZ. Os autores entdo
concluiram que entre todos materiais testados, apenas a pasta Guedes Pinto
apresentou biocompatibilidade aceitavel (Lacativa et al., 2012).

Camargo et al. (2009) avaliaram a citotoxicidade do cimento de mamona, em
comparagcdo com materiais de capeamento pulpar comumente usados, como 0
hidréxido de célcio e o MTA. Efeitos citotdxicos claros foram detectados apenas com
grupo que utilizou o hidréxido de calcio.

Miura et al. (2010) avaliaram o efeito citotoxico do hidroxido de calcio,
paramonoclorofenol canforado, otosporin e formocresol sobre as células-tronco de
polpa dental humana de dentes permanentes e concluiram que todos estes
materiais produzem efeitos toxicos em contato com esse tipo de células. Mesmo
com a toxicidade comprovada, algumas drogas ainda sdo utilizadas como padrao
ouro na terapia pulpar.

A seguir, os materiais utilizados nesse estudo sdo descritos com maiores

detalhes.
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2.2.1 Agregado Trioxido Mineral (MTA)

O MTA foi desenvolvido nos anos 90 e mostra-se biocompativel em
numerosas aplicacdes clinicas, como capeamento pulpar, pulpotomia, reparacédo de
perfuracbes e apexificacdo (Torabinejad; Chivian, 1999; Roberts et al., 2008;
Torabinejad; Parirokh, 2010). Estudos in vitro e in vivo confirmaram algumas
caracteristicas do MTA (além da biocompatibilidade) como excelente vedacao e alta
capacidade de inducao de formacéao de tecido duro (Parirokh; Torabinejad, 2010).

Andlises histoldgicas observando a resposta pulpar frente a exposicdo com o
MTA comparado com o hidroxido de calcio mostraram uma formacdo mais
homogénea da barreira de dentina com menor inflamacéo pulpar, sugerindo o MTA
como um material que desempenha uma resposta biologica favoravel (Chacko;
Kurikose, 2006).

Uma revisao de literatura, realizada por Tessare et al. (2005), mostrou que o
MTA apresenta-se como um material superior quando € comparado com outros
materiais utilizados em tratamentos endodoénticos para tratamento de perfuracdes de
furca e reabsorgéo radicular lateral. Isto é devido a sua capacidade de selamento e
adaptacao tridimensional que evitam microinfiltracdes. Estas caracteristicas impedem
o desenvolvimento de infiltracdo severa no local da reparacdo. Outras caracteristicas
citadas pelos autores sdo a biocompatibilidade, o pH alcalino, e a ndo necessidade
de um campo cirdrgico seco durante o uso clinico.

O MTA tem mostrado propriedades importantes para a regeneracao celular e
reposta a injuria. Pereda et al. (2012), avaliaram a expressdo génica de RNAm e
receptores que controlam o processo de reabsor¢cédo 6ssea (receptor-ativador do fator
nuclear kappa beta (RANK); receptor do fator ativador nuclear kappa beta ligado
(RANKL), e osteoprotegerina (OPG), utilizando o MTA em cultura de macréfagos
murinos. Eles observaram que o MTA tem o potencial de reduzir os processos
inflamatérios bem como promover a cicatrizacdo (Pereda et al., 2012).

Minamikawa et al. (2011) tiveram como objetivo de seu estudo avaliar a
citotoxicidade do MTA e seu potencial de desintoxicacdo pelo aminoéacido
antioxidante N-acetilcisteina (NAC). As células da polpa dentaria de incisivos
superiores extraidos de ratos foram cultivadas diretamente no MTA com ou sem NAC

diluido em meio de cultura. O nimero e o comportamento das células foram
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avaliados 24 horas apos o cultivo celular. O numero de células ligadas ao MTA foi
60% maior quando NAC foi adicionado ao meio de cultura. Além disso, a area e o
perimetro das células encontradas no grupo com NAC foi 2 vezes maior. Este estudo
demonstrou que a presenca de NAC pode melhorar substancialmente o
comportamento das células da polpa dental em conjunto com o MTA e sugere uma
maior exploragdo do NAC para determinar o seu valor terapéutico para melhorar a
biocompatibilidade do MTA.

O MTA €, atualmente, o material de eleicdo para o selamento de perfuracdes
radiculares devido as excelentes propriedades fisico-quimicas e biolégicas que tem
revelado nas pesquisas e na clinica. Assim, o objetivo do estudo de Miranda (2007)
foi avaliar a citotoxicidade do cimento experimental MBPc (pasta cirurgia de
Moraes/Berbert) em comparacdo com o MTA, que ja esta mundialmente
estabelecido como material biocompativel. O cimento experimental é a base de
resina epoxica e hidroxido de calcio, e vem sendo estudado em trabalhos que
relatam selamentos de perfuracfes radiculares. A linhagem celular utilizada neste
estudo foi a L929 formada por células derivadas de fibroblastos de camundongo.
Para analisar a citotoxicidade este estudo utilizou a técnica de difusdo em agar com
corante vermelho neutro e evidenciou que todas as amostras foram consideradas
satisfatorias, pois nenhuma cultura exposta aos cimentos revelou niveis de
toxicidade aparente (Miranda, 2007).

Yavari et al. (2012a), realizaram estudo comparando a microinfiltracdo
microbiana de quatro materiais dentarios, entre eles o MTA. Neste estudo utilizaram
setenta pré-molares inferiores, que foram instrumentados, e obturados.
Aleatoriamente dividiram os dentes em 4 grupos experimentais. Cada grupo
correspondia a um material dentario a ser aplicado. Removeram 2 mm da guta-
percha presente na porgéo coronal dos dentes tratados e neste local acrescentaram
0s materiais que foram estudados. A porcdo coronaria foi exposta a saliva humana.
De acordo com os resultados do estudo, o MTA e uma mistura enriquecida com
calcio foram mais eficazes em evitar a microinfiltracdo quando comparados com o
amalgama e compdésitos de resina (Yavari et al., 2012a).

Em outro estudo o mesmo grupo de pesquisadores também concluiram que o
MTA €& um material eficiente na prevencdo da microinfiltragdo coronaria em
comparacdo com outros materiais como o cimento de ionémero de vidro e a resina

composta (Yavari et al., 2012b).
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O MTA mostra excelentes propriedades biologicas em estudos in vivo e in vitro
(Holland et al., 2001; Yasuda et al., 2008). Esse material possui a capacidade de
estimular a formacdo de cristais de hidroxiapatita em cultura de osteoblastos
humanos (Salles et al., 2012) e possui também a capacidade de estimular a
reparacao do tecido pulpar através da mineralizacdo do mesmo (Yasuda et al., 2008).

Além disso, os efeitos do MTA na diferenciagdo osteo/odontogénica de
células-tronco de polpa dentaria ja foram investigados (Wang et al., 2013). Este grupo
de células foi isolado a partir de polpas de incisivos de rato sob efeito inflamatorio e
cultivadas com meio de cultura tratado com o MTA. Testes como MTT (brometo de 3
— [4,5- dimetil -2- tiazolil] -2,5- difenil- tetrazdlio) e citometria de fluxo foram realizados
para avaliar a proliferacdo destas células. Atividade de fosfatase alcalina, coloragéo
com alizarina vermelha e analise de Western blot foram realizadas com o objetivo de
investigar a capacidade de diferenciacdo. As células que foram tratadas com o0 MTA
demonstraram maior atividade da fosfatase alcalina e formaram mais ndédulos de
calcificacdo em comparacao com o grupo nao tratado com o biomaterial (Wang et al.,
2013).

Varalakshmi et al. (2013) também estudaram o potencial de diferenciagao
odontoblastica de células pulpares humanas. Compararam o efeito combinado da
estatina e a- fosfato tricalcico com o efeito do MTA. Foram avaliadas a proliferacao
celular, adesdo celular em discos de dentina, atividade da fosfatase alcalina,
expressdo de marcadores osteogénicos e odontoblasticos e ainda a mineralizacao
destas células sob a presenca dos biomateriais. O crescimento celular e a atividade
de fosfatase alcalina no grupo tratado com do fosfato tricalcico foi maior em
comparacao com o MTA. Ja a mineralizacao foi equivalente nos dois grupos.

Embora varios estudos apontem o MTA como um bom material para realizacao
de tratamentos pulpares, pesquisas continuam no sentido de melhor entender
algumas das propriedades deste material, tendo em vista o fato de que ainda existem
numerosas controvérsias em relacdo as bases bioldégicas dos mecanismos de
regulacdo da resposta da polpa na presenca de qualquer material (Tziafas, 2004,
Miranda, 2007).
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2.2.2 Hidroxiapatita e suas nanoparticulas

A Hidroxiapatita (HA) € um componente mineral natural encontrado no 0sso
representando de 30 a 70% da massa dos o0ssos e dentes. E um mineral
osteocondutor de suma importancia para regeneracao tecidual (Varma et al., 1999).

A HA é estudada ha muitos anos. Os estudos mais antigos ja relatavam a
biocompatibilidade do material e sua aplicabilidade envolvendo a ortopedia (Heimke,
1989) e a odontologia (Deeb et al., 1988). E, até os dias atuais, a hidroxiapatita é
muito utilizada para recuperacao de tecidos mineralizados (Akkouch et al., 2013).

Alguns parametros sao utilizados para verificar as propriedades da HA
assegurando um adequado comportamento in vivo. O controle de tais parametros
microestruturais é de extrema importancia, pois varia de acordo com a metodologia
empregada na preparacdo da amostra (Costa et al., 2009).

A producdo atual de HA sintética € realizada seguindo metodologias
hidrotérmicas, sol-gel, quimica umida e deposicao biomimética. Caracteristicas como
tempos de reacdo, pH, temperatura e matéria-prima podem afetar a composicéo e
propriedades do produto final (Zakaria et al., 2013).

Além destas caracteristicas a biocompatibilidade do material também deve
ser testada antes de sua utilizacdo comercial e terapéutica. Sdo poucos os trabalhos
gue analisam a biocompatibilidade da HA in vitro. Ruano et al. (1996), estudaram a
proliferacéo e a viabilidade de fibroblastos expostos a um meio de cultura com HA.
As células proliferaram em contato com a HA embora tenham mostrado um atraso
de cerca de 24 horas nas culturas tratadas com o material em relacdo ao controle
(células cultivadas sem HA). Durante todo o experimento, a viabilidade celular do
grupo controle foi menor, porém apos o sexto dia de cultivo celular, ndo ocorreu
mais esta diferenca estatistica. Como conclusdo os autores enalteceram que
ocorreu a comprovacao de que in vitro a HA € um material biocompativel e que o
atraso na proliferacdo celular ocorreu provavelmente pela presenca dos cristais que
competiram pelo espaco nas placas.

Em estudo in vivo a biocompatibilidade da HA comercializada foi comparada
com uma nova HA desenvolvida. Os materiais foram aplicados no tecido muscular e

na tibia de ratos. A HA tanto comercial como a desenvolvida no laboratério de
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maneira cuidadosa foram totalmente biocompativeis com a tibia do rato e ainda
ocorreu continuidade entre hidroxiapatita artificial e osso natural. Nao foi encontrada
diferenca significante entre o comportamento bioldgico da hidroxiapatita preparada a
partir de p6é da particula comercial ou da nova hidroxiapatita testada pelos autores
(Denissen et al., 1980).

Outra caracteristica deste material € a capacidade de mineralizacdo. A
hidroxiapatita associada a outros materiais promove a diferenciacdo 0ssea a partir
de osteoblastos derivados de células-tronco de polpa dental (Akkouch et al., 2013).
Akkouch et al. (2013) realizaram um estudo com o0 objetivo de projetar uma nova
matriz para aplicagdo em implantes 6sseos. Essa matriz era composta por
hidroxiapatita, colageno e um compoésito denominado poly (l-lactide-co-¢-
caprolactone). Esse conjunto foi conjugado com osteoblastos humanos, obtidos
através da diferenciacdo de células-tronco da polpa dental. Os resultados mostraram
gue houve um aumento da mineralizacdo do tecido onde o conjunto foi aplicado,
revelando a eficidcia desta matriz que continha hidroxiapatita para diferenciacao
ossea.

Recentemente algumas pesquisas com hidroxiapatita foram realizadas
utilizando principalmente a HA em tamanho nanométrico. A Nanotecnologia engloba
o desenvolvimento de materiais em uma escala atbmica e molecular menor que
100nm o que faz com que os nanomateriais apresentem propriedades diferenciadas
em relacdo aos demais materiais (Gleiter, 2000).

A Nanoparticula de Hidroxiapatita (Cal0(PO4)¢(OH).) (HAp) € um material
novo e ainda ndo disponivel para a préatica clinica, porém pesquisas tem
demonstrado que este € um material biocompativel, com caracteristicas de
bioatividade e baixa solubilidade (Sadat-Shojai et al., 2011).

A hidroxiapatita na natureza é um dos principais componentes presente em
tecidos duros (Figura 2.1) (Cunha, 2010; Zakaria et al.,, 2013). E este material
guando sintetizado em escala nanométrica possui propriedades semelhantes a

hidroxiapatita natural (Zakaria et al., 2013).
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Figura 2.1 - Estrutura éssea apresenta a composi¢cdo do osso em diferentes escalas de tamanho
(Cunha, 2010)

As nanoparticulas de hidroxiapatita tém o potencial de aderir a membrana dos
glébulos vermelhos, modificando a aparéncia dessas células, gerando depressfes
sobre a superficie da membrana sem causar ruptura da bicamada lipidica. Elas tem
também o potencial de influenciar a diferenciacdo osteogénica in vitro de células-
tronco mesenquimais humanas (Han et al., 2012).

Estudo avaliando células-tronco obtidas da medula 6ssea de coelho e células
provenientes de osteossarcoma mostrou que o tamanho das particulas de
hidroxiapatita tem influéncia na proliferacdo celular e diferenciagdo 6ssea. Quanto
menor o tamanho das nanoparticulas (neste caso 20nm), maior o potencial para
estimular a formacao 0ssea e inibir o crescimento de células de osteossarcoma (Cai
et al., 2007).

As nanoparticulas de HA foram analisadas em linhagem de fibroblastos de
camundongos (L929). A resposta desta linhagem celular em contato com as

nanoparticulas esféricas e a hidroxiapatita disponivel comercialmente foi
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investigada. As nanoparticulas esféricas de HA se mostraram mais biocompativeis
em comparacao com a hidroxiapatita disponivel comercialmente (Fu et al., 2008).

O ensaio com MTT (brometo de 3 — [4,5- dimetil -2- tiazolil] -2,5- difenil-
tetrazélio) foi realizado no estudo de Chen et al. (2011) para verificar a proliferacéo e
viabilidade celular de fibroblastos de camundongos em contato com nanoparticulas
de HA com a superficie tratada ou ndo com &cido dodecandico. Os resultados do
teste indicaram que a HAp de 100nm de comprimento e 20nm de diametro, quando
tratada com o acido dodecanoico, apresenta particulas com tamanho aumentado
para 150nm em comprimento e 50nm de didmetro. Evidenciaram também que
independentemente dos diferentes tipos (com superficie tratada ou nado) e
concentracbes de HAp, os fibroblastos apresentaram um aumento de proliferacédo
celular e inibicdo do dano da membrana celular. E quando estes resultados foram
comparados com o grupo controle (células cultivadas com poliestireno) houve uma
maior viabilidade e proliferagao celular encontradas em osteoblastos, tratados com
as nanoparticulas de HA.

Também para testar a biocompatibilidade das nanoparticulas de hidroxiapatita
in vivo, Gasperini (2010) realizaram um estudo sobre o reparo 0sseo da tibia de
coelhos. Este trabalho teve como objetivo avaliar a resposta tecidual e a
biocompatibilidade de esferas de hidroxiapatita em particulas nanométricas em
comparacdo com as esferas de hidroxiapatita produzidas a partir de particulas
micrométricas, ambos no estado sinterizado e n&o-sinterizado (sem tratamento
térmico). Os materiais foram implantados em defeitos 0sseos nas tibias de 12
coelhos. As esferas (425 — 600um) tiveram as propriedades fisicas e quimicas
caracterizadas por difracdo de raios X (DRX), espectroscopia de infravermelho de
Fourier (FT-IR), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e foram submetidas ao
teste de dissolugcdo. Concluiu-se que todos o0s materiais se mostraram
biocompativeis e osteocondutores, porém a neoformacao 0ssea foi mais acentuada
nos grupos de hidroxiapatita e nanohidroxiapatita ndo-tratadas termicamente.

As nanoparticulas de HA (Hap) podem ser usadas de forma eficaz para o
tratamento de doencas ésseas tais como a osteoporose. Quando produzidas em
escala nanométrica, as particulas tém como vantagem o aumento da area de
superficie, melhorando o processamento celular (Fox et al., 2012).

Na odontologia, as HAp mostraram a sua capacidade de infiltrar a estrutura

de colageno presente na dentina desmineralizada. Isto foi evidenciado atraves de
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estudo utilizando pré-molares humanos, extraidos por motivos ortoddnticos,
estimulando a remineralizacdo do tecido dentinario com este material. Neste caso,
as amostras de dentina foram completamente desmineralizadas em acido formico. A
matriz de colageno restante das amostras de dentina foi infiltrada com uma gama de
nanoparticulas de silica coloidal e de solu¢cdes de HA. A avaliagdo da infiltracdo foi
realizada por microscopia eletrénica de varredura (MEV), microscopia eletronica de
transmissao (TEM) e espectroscopia por dispersédo de raios X de energia (EDS) de
digitalizacéo (Besinis et al., 2012).

Lopes (2012) avaliaram a biocompatibilidade das mesmas nanoparticulas de
hidroxiapatita utilizadas em nosso estudo quando inoculadas subcutaneamente em
ratos. Para tanto os autores utilizaram 30 ratos machos (Wistar) que receberam 0,30
gramas de hidroxiapatita nanoparticulada na regido do dorso e avaliaram apdés 03,
07, 14, 21, 45 e 60 dias de tratamento. Os autores afirmam que o material foi
totalmente reabsorvido apds 45 dias.

Su et al. (2005) realizaram estudo in vivo utilizando nanoparticulas de
hidroxiapatita como agente direto de protecdo pulpar em dentes de cédes. Alteracdes
histoldgicas no local de exposicdo pulpar foram analisadas nos periodos de 7, 30 e
60 dias de pdGs-operatério. Observou-se a formacdo de dentina reparadora e ligeira
resposta inflamatdria durante o processo de cicatrizagdo do tecido pulpar quando
comparado com o hidroxido de célcio. Contudo, os resultados indicaram que as
nanoparticulas de hidroxiapatita possuem biocompatibilidade com o tecido pulpar,
mas quando se trata da formacdo de ponte de dentina, ndo séo tao eficazes quanto
o hidroxido de calcio.

Em resumo, de um modo geral, as nanoparticulas de HA sintéticas estéo
sendo muito procuradas por apresentarem semelhanca a HA natural encontrada no
tecido mineralizado humano (Zakaria et al., 2013). Mas, a resposta tecidual pode ser
afetada pelo tamanho das particulas de HA. Nesse sentido, as particulas de HA
menores que 100nm sdo desejaveis porque elas contribuem para uma melhor
adesao, crescimento celular, e compatibilidade com o hospedeiro (Zakaria et al.,
2013).
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2.3 Testes de Biocompatibilidade — legislac&o de detalhes técnicos

Uma grande preocupacdo existente antes da comercializacdo de materiais
terapéuticos € referente aos possiveis efeitos adversos provenientes destes
materiais que entram no mercado comercial odontoldgico sem terem sido
submetidos a um programa rigoroso e extenso de testes laboratoriais. Nessas
condi¢cBes, novos materiais podem, assim, chegar ao mercado e ao paciente, com
efeitos mais prejudiciais do que benéficos. Entretanto, no momento se da a
necessaria e obrigatéria importdncia aos testes biolégicos, ndo concebendo
comportamentos empiricos e relapsos, sendo possivel fazer-se nos laboratdrios
especializados das universidades e da industria farmacéutica uma avaliacdo racional
quanto aos aspectos reacionais dos medicamentos e materiais odontoldgicos
(Oliveira, 2000; Boaventura et. al., 2012).

A indicacdo de qualquer material odontolégico deve ser baseada em suas
propriedades fisicas e biologicas, reveladas pela sequéncia de testes de
biocompatibilidade inicialmente in vitro e posteriormente in vivo em animais e depois
em humanos. No entanto, os resultados destas metodologias podem nao ser
conclusivos, mas devem servir de base para a recomendac¢do do uso clinico dos
materiais (Busato et al., 1997).

A caracterizacdo por si s6 do biomaterial ndo habilita o seu uso como
biocomponente. Assim sendo, os testes laboratoriais como ditos anteriormente in
vitro e posteriormente in vivo, devem ser realizados. Estes testes sempre devem ser
realizados seguindo normas técnicas e éticas, de forma que os testes in vivo serdo
realizados somente se os resultados dos testes in vitro forem satisfatorios. Caso
ocorram reacgdes toxicas no componente celular do teste in vitro a possibilidade
deste material ser utilizado como um biomaterial € questionada, podendo ser
descartada em muitos episédios (Pereira, 2008).

Os ensaios de biocompatibilidade na grande maioria dos estudos sé&o
realizados segundo a norma ISO 10.993-5. Essa norma descreve métodos com o
objetivo de avaliar biologicamente dispositivos médicos e odontologicos e a parte 5
trata da avaliagcdo da citotoxidade in vitro. E ainda as exigéncias legais da ANVISA
(norma RDC n°56/2001), sdo descritas da seguinte maneira: “os produtos para

saude devem ser projetados e fabricados de forma que seu uso ndo comprometa o
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estado clinico e a seguranca dos pacientes, nem a seguranca e saude dos
operadores ou, quando for o caso, de outras pessoas, quando usados nas
condicbes e finalidades previstas. Os possiveis riscos existentes devem ser
aceitaveis em relacdo ao beneficio proporcionado ao paciente e devem ser
reduzidos a um grau compativel com a protecdo a salde e a seguranca das
pessoas”. Segundo a norma RDC n°56/2001 da Anvisa, os fatores de risco para um
determinado material em contato com o0 organismo seriam como exemplo a
toxicidade, incompatibilidade biologica, contaminantes residuais, entre outros
(Resolucdo RDC n° 56/2001).

Assim, a resposta bioldgica de células de mamiferos deve ser avaliada in vitro
utilizando parametros bioldgicos adequados (ISO, 1992) como colocar o material de
forma direta ou indireta sob a cultura celular de mamiferos, monitorando alteracdes,
entre as quais a incorporacao de corantes vitais (MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-y)5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil-2H-tetrazolio) ou MTT (brometo de 3 — [4,5- dimetil
-2- tiazolil] -2,5- difenil- tetrazélio).

Nesse sentido, o parametro mais comumente utilizado para aferir a toxidade é
a viabilidade celular, sendo possivel diferenciar células vivas ou mortas, utilizando
um corante vital. Ao expor células em cultura a este corante é possivel visualizar a
intensidade da cor desenvolvida diretamente proporcional ao nimero de células
presentes no meio, ou seja, quanto mais intensa a cor, mais células viaveis estao
presentes no meio de cultura em conjunto com o corante vital (Ciapetti et al., 1996;
Rogero et al., 2000; Rogero et al., 2003).

A diferencga entre os testes de viabilidade celular MTT e MTS é a estrutura
dos corantes vitais. O MTT é um sal amarelo que é reduzido pela atividade da
enzima desidrogenase mitocondrial resultando em um sal de formazan de cor
purpura. Esta reducdo ocorre somente nas células vivas. Assim sendo, a viabilidade
celular pode ser determinada pela intensidade da coloracdo puarpura que é
proporcional a quantidade de cristais de formazan formados. A desvantagem da
utilizacdo deste corante é a necessidade do uso de solventes organicos como o
DMSO ou o isopropanol para dissolver os cristais de formazan que sdo insoluveis
em agua (Nozaki et al., 2012). O corante MTS é reduzido da mesma forma que o
MTT, pela enzima desidrogenase mitocondrial, com a formacdo de cristais de
formazan, porém os cristais formados a partir do MTS sao sollveis em agua e,

portanto, o uso de solventes organicos ndo é necessario (Nozaki et al., 2012).
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3 PROPOSICAO

Avaliar a biocompatibilidade das nanoparticulas de hidroxiapatita (HAp)
comparando-as com o Agregado Trioxido Mineral (MTA) em contato com células de

polpa dental.

3.1Proposicdes Especificas

1) Avaliar a proliferacdo e a viabilidade de células de polpa dental expostas a
diferentes concentragdes de HAp e de MTA.

2) Avaliar a capacidade de migracao de células de polpa dental em direcédo as
HAp e ao MTA.
3) Avaliar o potencial de mineralizacdo de células de polpa dental expostas

aos materiais estudados (HAp e MTA).
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4 MATERIAIS E METODOS

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
FOUSP, parecer 205.708 (Anexo A).

4.1Biomateriais Utilizados

As nanoparticulas de hidroxiapatita (HAp) utilizadas nesse estudo foram
cedidas pelo Prof. Dr. Giancarlo Brito do Departamento de Fisica Aplicada do
Instituto de Fisica da Universidade de S&o Paulo e apresentam tamanho de 50nm
por 21nm por 2nm e morfologia no formato de placas ovais (Figura 4.1). Esse
material pode ser utilizado em pd, liquido, blocos com variados formatos e, também,

em forma de pasta.

Figura 4.1 - Aparéncia das nanoparticulas desenvolvidas pelo Instituto de Fisica da Universidade de
Séo Paulo. Imagem capturada por microscopia eletrénica de transmisséo
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Figura 4.2 - Morfologia das nanoparticulas de hidroxiapatita utilizadas neste estudo

A Figura 4.2 é parte do resultado obtido pela analise computacional das
curvas de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS - Small Angle X rays
Scattering) das nanoparticulas de hidroxiapatita utilizadas neste trabalho
(Comunicacao verbal 1)*.

A sintese de particulas de HA de tamanho nanométrico foi realizada utilizando
0 processo de coprecipitacdo, seguindo os critérios metodolégicos de Mamani,
(2009).

Antes de expor o material com as células em cultivo, a esterilizacdo das
nanoparticulas de hidroxiapatita foi realizada em autoclave a 123°C durante 20
minutos. Nesse estudo utilizamos as HAp na forma de pasta na maioria dos ensaios
com excecao do ensaio de migracdo no qual utilizamos as HAp na forma de p6.

O MTA utilizado nos experimentos foi comprado. O mesmo é comercialmente
fabricado pela Angelus Industria de Produtos Odontolégicos S/A e os lotes utilizados
foram n°. 21045 e 25695.

! Informacdo obtida de Brito et al. Em artigo em desenvolvimento.
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4.2 Cultivo Celular

Foram utilizadas células derivadas de polpa dental de terceiros molares
humanos que foram cultivadas em garrafas de cultivo T75. As células ficaram no
meio de cultura de manutengédo que foi constituido de aMEM (Minimum Essential
Medium Eagle — a modification, Sigma®, M4526) com 1% de solugdo antibiotica-
antimicética (Gibco®, A5955), 10% de soro fetal bovino (FBS, Gibco®), 100ul de
acido ascorbico e 1% L-Glutamina (Glutamax™, Gibco®, 35050061). Este meio de
cultura foi trocado a cada 48 horas. O monitoramento do crescimento celular foi
realizado através de microscépio invertido de fase e aspectos como vitalidade
celular, coloracéo e aspecto do meio foram analisados.

Quando as células atingiram 80% de confluéncia elas foram subcultivadas ou
congeladas de acordo com a necessidade dos experimentos realizados.

Para tanto, apos atingirem 80% de confluéncia na garrafa, as células foram
sub-cultivadas de acordo com a necessidade de novas garrafas. Para tanto, a
monocamada celular foi lavada com PBS, sem calcio e magnésio pH 7,2 e as
células foram separadas com a solucao de tryple E (Invitrogen) em temperatura de
37°C. As células em suspensédo foram centrifugadas a 1500rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente. O precipitado celular foi ressuspenso em meio de cultura
fresco tanto para aquisicdo de aliguotas para novo crescimento celular quanto para

congelamento quando necessario.

4.3 Avaliagcao por MTS (proliferacéo e viabilidade)

Este ensaio foi realizado segundo a norma ISO 10.993-5 (Avaliacao biolégica
dos dispositivos médicos — Parte 5: Ensaios de citotoxidade in vitro) (ISO, 1992).

O plagueamento foi realizado em triplicata. 3,5x10° células provenientes de
populacdo heterogénea da polpa dentaria de terceiros molares foram plaqueadas
em cada poco de placas de 96 pocos contendo 100ul meio de cultura. Os grupos
experimentais foram (Figura 4.3):
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Grupo 1: Células com pasta de HAp diluida em meio de cultura
Grupo 2: Células com MTA diluido em meio de cultura

Grupo 3: Células com somente meio de cultura (controle)

Apoés 24 horas do plagueamento das células foi realizada a exposicdo da
linhagem celular aos materiais (HAp e MTA). Primeiramente foi preparada uma
solucdo de material na concentragdo de 0,1g/ml diluido em meio de cultura,
proporcao preconizada pela norma ISO 10.993-12 (ISO, 1996). Esta solucao foi
diluida em 3 diferentes concentra¢fes (1/10, 1/100 e 1/1000).

A solucdo de meio de cultura tratada com o biomaterial de acordo com as
diferentes diluicbes foi depositada na placa de cultivo celular. Apos 24 horas em
estufa, foi retirado o meio de tratamento, as células foram lavadas 3 vezes com PBS
(1x) e meio de cultura de manutencdo foi adicionado aos pocos. Este teste de
citotoxicidade avalia a viabilidade celular, em resposta imediata ou em curto prazo
(Freshney, 2000), assim o periodo de exposicdo da cultura aos cimentos, no
presente estudo, foi de 24 horas.

A viabilidade celular foi mensurada pela incubacdo com corante vital MTS
incubado por 3 horas. Apés o periodo de incubacdo em cada dia de analise, a
velocidade de crescimento e multiplicacdo celular foi medida indiretamente. A
quantidade de MTS metabolizada pela populacdo de células foi diretamente
proporcional ao numero de células viaveis. Para realizar essa medida a placa foi
levada a um leitor de Elisa (espectofotbmetro) (ELx800 Universal Microplate Reader,
Bio-Tec Instruments, INC), para placas de 96 pocos, utilizando filtro de 490nm para
leitura das densidades Opticas, utilizando o programa de leitura (KC Junior).

Para avaliar o potencial de proliferacdo celular foram realizadas leituras nos
seguintes periodos de analise: 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias e 8 dias
apos o tratamento.

Este experimento foi realizado com populagbes mistas de polpa dental na
terceira passagem e em triplicata para cada dia de analise.
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Os dados de valor de absorbancia obtidos foram armazenados em planilha do
programa Microsoft Excel 2007 para posterior analise estatistica.

Estudo MTS
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Figura 4.3 - Esquema de plagueamento do ensaio com MTS em placa de 96 pocos. C = Grupo
controle, células cultivadas sem biomaterial. HAp = Grupo plagueado com nanoparticulas
de hidroxiapatita. MTA = Grupo plagueado com agregado trioxido mineral. B = branco
(meio de cultivo+ MTS)

4.4 Analise Estatistica do Ensaio de MTS

Os valores armazenados na planilha do Excel foram transferidos para o
programa Origin 8 para a realizacdo da andlise estatistica. Foram calculados o
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desvio padréo e o desvio padrdo da média (barra de erro) das amostras. De posse
das médias e erros estatisticos, foram realizados testes de compatibilidade z aos
pares, através da comparacado entre (a + 0,) € (b £ 0p) sendo as médias a da
amostra 1 e b da amostra 2; e 0, e 0, as respectivas barras de erro. As
comparacoes realizadas foram: 1) MTA versus controle; 2) HAp versus controle e 3)
MTA versus HAp com resultados com valor de z maior ou igual a 1 considerados
estatisticamente discrepantes. Vale lembrar que o valor de z maior ou igual a 1
representa o parametro mais rigoroso do teste utilizado. Nesse mesmo teste,

poderiamos considerar discrepantes valores de z até 3.

__[a-D]

[ 2, 2
o, +0,

VA

4.5 Ensaio de Migracao Celular

Para esse ensaio, 1x10* células/poco foram plaqueadas em placas de 6
pocos, previamente demarcadas com uma linha para identificar a area a ser raspada
para remocao das células. Apds as células atingirem 90 a 100% de confluéncia do
poco, monitoradas por microscépio invertido de fase, a metade do po¢co demarcada
foi raspada com uso de raspador celular (cell scraper, TTP®, cddigo 99002) e
ponteira de 1ml estéril com a ponta ativa cortada em aproximadamente metade de
seu comprimento para a remocéao de todas as células presentes nesta area.

Na area onde foram removidas as células, foi acomodada uma laminula de
vidro de 13 mm de diametro, previamente tratada com colageno contendo HAp ou
MTA (Figura 4.4). As laminulas foram colocadas a 2mm da linha de raspagem das

células.
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Figura 4.4 - Ensaio de Migragdo Celular e grupos analisados. A, laminula com HAp e colageno. B,
laminula com MTA e colageno. C, laminula somente com colageno

Para o preparo das laminulas, 4l de colageno (Millipore Industria e Comércio
Ltda, lote: psol1748640) foi colocado sobre a laminula. A laminula contendo o
colageno foi colocada na estufa a 37°C por 15 minutos para a geleificacdo do
colageno, de forma que ndo ocorresse total solidificacdo do mesmo, para o
biomaterial penetrar no colageno. Apos este periodo o biomaterial foi colocado sobre
0 colageno e novamente a laminula foi entdo colocada na estufa a 37°C por 5
minutos, para que o colageno terminasse de solidificar e o material apresentasse
uma melhor aderéncia ao colageno. Posteriormente, as laminulas foram
acomodadas nos poc¢os contendo as células a 2mm da linha de demarcacéao.

Testes prévios foram realizados para padronizar o0 tempo de
geleificacao/solidificacdo do colageno e a quantidade de colageno e do biomaterial
acima citados.

Inicialmente foi testada a quantidade de colageno. Para tanto, as laminulas

foram colocadas em uma placa petri e entdo gotas de colageno foram inseridas
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sobre as laminulas nas seguintes quantidades: 2, 3, 4 e 5ul. Em seguida testamos a
guantidade do biomaterial na gota (0,03g, 0,02g, 0,01g e 0,008g). O passo seguinte
foi testar o tempo de solidificacdo do colageno em estufa e o tempo para inserir 0
biomaterial na gota de colageno. Assim, foram testados periodos de 3, 5, 10 e 15
minutos, antes da insercdo do biomaterial e apds a insercéo periodos de 2, 3,4 e 5
minutos.

No teste para padronizar a quantidade dos materiais, 4ul de colageno foi o
gue melhor se adaptou com a quantidade de biomaterial utilizada, 0,010g para as
nanoparticulas de hidroxiapatita e 0,008g do MTA.

A migracdo celular foi monitorada a cada 24 horas por um periodo até que
ocorresse a migracao total das células em direcdo ao material sobre a laminula. Em
todos estes periodos foram capturadas imagens utilizando microscépio Nikon
Ecclipse TS100. As caracteristicas da tomada fotografica como distancia do foco e
intensidade de luz, tempo de exposi¢cdo e ganho foram padronizadas e controladas.

Este experimento foi realizado com populacfes mistas de polpa dental em

terceira passagem e em triplicata.

4.6 Andlise de Diferenciagdo em Tecido Mineralizado

A andlise de diferenciacdo em tecido mineralizado foi efetuada das seguintes
formas, analisando: 1°) as células migratdrias que entraram em contato com o
biomaterial e colageno, 2°) as células cultivadas com os biomateriais (HAp ou MTA)
em diferentes concentracdes (1/10, 1/100, 1/1000) ap6s 1, 2, 4, 6 e 8 dias de
contato, e 3°) as células plaqueadas e cultivadas em meio de cultura contendo 1/100
de cada biomaterial apds 2 e 10 dias de contato.

Todas as placas foram coradas com alizarina vermelha, com o objetivo de
evidenciar a formacao ou ndo de nédulos mineralizados pelas células induzidas pelo
biomaterial.

A primeira analise foi efetuada apds o término do ensaio de migracéao celular,
quando a area sem células foi preenchida. Todas as placas de ensaio de migracao

foram coradas com alizarina vermelha, com o objetivo de conhecer a formagéao ou
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ndo de nddulos de mineralizacdo pelas células migratérias em contato com o
biomaterial.

As células foram entdo lavadas com PBS 1X, e em seguida, foram fixadas
com paraformoldeido 4% (1 ml por poco) por 30 minutos em temperatura ambiente.
Apos este periodo foram lavadas com PBS 1X com posterior adicdo de alizarina
vermelha (Synth® Lote: 59431) (1ml por poco). A alizarina agiu por um periodo de
18 horas (overnight).

Na segunda andlise foram plaqueadas 3,5x10° células, por poco, em placas
de 96 pocos, cultivadas com HAp ou MTA, diluidos nas concentracbes de 1/10,
1/100 e 1/1000. Como controle as células foram cultivadas apenas com meio de
cultura sem adicdo de biomateriais. Apos 1, 2, 4, 6 e 8 dias do tratamento com o
biomaterial as células foram lavadas com PBS 1X, fixadas com paraformoldeido 4%
(100ul por pogo) por 30 minutos, lavadas novamente com PBS 1X e em seguida
coradas com alizarina vermelha (Synth® Lote: 59431) (100ul por pogo). A alizarina
permaneceu nos poc¢os por um periodo de 18 horas (overnight).

Na terceira anélise foram plaqueadas 10* células, por poco, em uma placa de
48 pocos (Figura 4.5). ApGs 48h, as células foram tratadas com os biomateriais em
uma concentragdo de 1/100. Esta concentracdo foi escolhida com base nos
resultados da analise de viabilidade por MTS. Apds 2 e 10 dias de cultivo, as células
foram coradas com alizarina vermelha como descrito anteriormente por 18 horas
(overnight).

Em todos os ensaios, apds a coloracdo com a alizarina, as placas foram
entdo lavadas 5 vezes com H,O MilliQ sob agitacdo. Em seguida foram capturadas
imagens com uso do microscépio Nikon Eclipse TS100. As caracteristicas da
tomada fotografica como distancia do foco e intensidade de luz, tempo de exposicéo
e ganho foram padronizadas e controladas.

Todos esses experimentos foram realizados com popula¢des mistas de polpa

dental em terceira passagem e em triplicata.
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Figura 4.5 - Esquema da placa de andlise de diferenciacdo em tecido mineralizado com colora¢éo
alizarina vermelha
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5 RESULTADOS

Inicialmente foi realizado o teste de proliferacdo e viabilidade celular pela
técnica com MTS, cultivando as células com os biomateriais estudados em
diferentes concentra¢des (1/10, 1/100, 1/1000). Estes testes permitiram a andlise da
citotoxicidade destes materiais in vitro.

Foi possivel observar que em todos os grupos, com excecdo do Grupo da
HAp 1/1000, durante os primeiros 6 dias de cultivo, ocorreu maior proliferagao
celular dos grupos com tratamento quando comparados com o0s grupos controle. De
um modo geral, as curvas de viabilidade do MTA (todos os grupos) e da HAp 1/100
seguem o mesmo padrdo de forma que ha um lento aumento na viabilidade das
células até o quarto dia, seguido de um aumento acentuado a partir do quarto dia.
Apds o sexto dia de cultivo, os grupos apresentavam desaceleracdo ou mesmo
gueda na viabilidade celular. Nesse periodo todos os grupos com excecdo do MTA
1/10 permaneceram em niveis proximos do controle.

A partir do 6° dia era possivel observar que as células das amostras ja
estavam 100% confluentes.

Os Grupos MTA 1/10 e 1/100 e HAp 1/100 foram os que tiveram maior
proliferacdo até o quinto dia de cultivo em comparacdo com 0S demais grupos
estudados.

O grupo HA 1/10 apresentou curva viabilidade celular muito semelhante ao
controle. Interessantemente, o grupo da HA 1/1000 que permaneceu abaixo do
controle em todo o periodo de observagdo, mostra um aumento substancial da
viabilidade celular ap6s o quinto dia de cultivo.

Podemos visualizar estes resultados nos graficos 5.1, 5.2 e 5.3 abaixo:
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Gréfico 5.1 - Andlise comparativa do ensaio de proliferacdo e viabilidade celular das células de
populacdo mista de polpa dental tratadas com trés diferentes concentrac6es de MTA
(1/10, 1/100 e 1/1000) do 1° ao 8° dia de cultivo celular
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Gréfico 5.2 - Analise comparativa do ensaio de proliferacdo e viabilidade celular das células de
populacdo mista de polpa dental tratadas com trés diferentes concentracdes de HAp

(1/10, 1/100 e 1/1000) do 1° ao 8° dia de cultivo celular



46

3,5-
||=o=controle
304 © MTA110
o MTA1/100
95 1} -2 MTA1/1000
| |—m— HAp1/10
o 1/—e—HAp1/100
O 2.09|_4— HAp1/1000
3 ]
S 1.5
© ]
= 1.0-
0,5 1
0,0 -
1 1 1 1 1 1 1 1

Gréfico 5.3 - Andlise comparativa do ensaio de proliferacdo e viabilidade celular das células de
populacdo mista de polpa dental tratadas com trés diferentes concentracdes de HAp e
MTA (1/10, 1/100 e 1/1000) do 1° ao 8° dia de cultivo celular

ApOs a andlise comparativa dos dados foi realizado o teste z de
compatibilidade. A Tabela 5.1 relaciona estatisticamente a compatibilidade (teste z)
entre as amostras estudadas (controle, MTA e HAp). Valores de z < 1 (teste para 1
sigma, ou seja, valor da barra de erro) podem ser considerados estatisticamente
semelhantes. O oposto, ou seja, z maior ou igual a 1 sdo portanto, considerados

estatisticamente diferentes.



Tabela 5.1 - Teste z de compatibilidade (1sigma) entre as culturas controle, MTA e

HAp
Compatibilidade Compatibilidade Compatibilidade
(controle/MTA) (controle/HAp) (MTA/HAP)
Dia| 1/10| 1/100 | 1/1000 | 1/10 | 1/100| 1/1000| 1/10 | 1/100| 1/1000
1 | 274 | 250 | 0423 | 445 | 3,00 155 |0,622| 169 | 0,695
2 | 257 | 1,74 | 0118 | 301 | 0,777 | 0310 (0,118 | 104 | 0486
3 | 33| 360 | 0967 | 156 | 1,09 1,30 | 0,866 | 3,420 1,34
4 | 148 | 0941 | 0407 |0423| 0518 | 117 | 1,09 | 141 1,79
5 | 361| 245 | 0,702 |[0590| 283 3,11 595 | 143 2,97
6 | 101 | 0534 | 138 |0412| 1388 164 | 0450 | 259 | 0,107
8 |844| 0703 | 0777 | 205 | 155 140 | 745 | 0,667 | 151

*Caixa branca — amostras com valores discrepantes (estatisticarmente significantes). Os demais
{(caixas cinza) sdo estatisticamente semelhantes.

A analise estatistica, quando comparamos o0 MTA com o0 controle, mostrou
gque a viabilidade das células cultivadas com MTA 1/10 é estatisticamente
significante maior do que a viabilidade encontrada no grupo controle. Essa diferenca
também estatisticamente significante maior ocorre nos primeiros dias de cultivo no
grupo 1/100. Ja no grupo 1/1000, a viabilidade celular se assemelha a do grupo
controle passando a ser estatisticamente igual.

No caso da comparacdo entre HAp e controle, verificou-se que viabilidade
celular no grupo HAp 1/10 é estatisticamente significante maior que o grupo controle
nos primeiros dias de analise. No quarto dia, a viabilidade celular passa a ser
estatisticamente semelhante. No grupo 1/100, a viabilidade celular do grupo tratado
€ igual ao controle nos primeiros dias de tratamento, passando a ser
estatisticamente significante maior a partir do quinto dia refletindo o pico de
crescimento que ocorre nesse grupo. No grupo 1/1000, houve também uma
diferenca estatistica significante em praticamente todos os periodos da analise, mas
nesse caso, essa diferenca ocorre em virtude da menor viabilidade das células do
grupo tratado, e ndo o inverso como nos outros grupos tanto do MTA quanto da
HAp.

Por fim, quando comparamos o MTA com a HAp, podemos afirmar que na
concentragéo de 1/10, ocorre uma viabilidade estatisticamente significante maior no
grupo de MTA 1/10 no quarto e quinto dias de analise, refletindo o pico de
crescimento previamente descrito nesse grupo. Na concentracdo de 1/100, o grupo

do MTA apresenta maior viabilidade celular (com diferenca estatisticamente
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significante) do que o grupo HAp na mesma concentracdo. Essa situacdo somente
se inverte no quinto dia de cultivo frente ao pico de crescimento visto no grupo HAp
1/100. Na concentracdo de 1/1000, assim como descrito no paragrafo anterior,
também houve uma diferenca significante entre os grupos do MTA e da HAp, mas
agora por causa do menor numero de células vidveis com HAp 1/1000.

No ensaio de migracdo celular as placas foram monitoradas por um periodo
de 1 a 10 dias, momento final em que ocorreu total migracdo de todos 0s grupos
testados. E importante salientar que os materiais testados foram presos as
laminulas de vidro que foram colocadas & 2 mm da linha que margeava as células.
Assim, esse periodo de 10 dias foi o tempo que todos 0s grupos necessitaram para
gue as células percorressem esse espaco de 2 mm até chegar na laminula.

No grupo controle, no primeiro dia de monitoramento das células foi
observada pequena migracdo celular. Apés dois dias de cultivo ja existia, em
comparacdo com o 1° dia, uma maior quantidade de células que migraram em
direcdo a laminula e assim sucessivamente. No 4° dia, raras células encontravam-se
sobre a laminula (Figura 5.1L). Ap6s 6 dias, as células apresentavam confluéncia
entre a linha de demarcacgéo e a laminula de vidro (Figura 5.10 e 5.1R). Nos demais
periodos de 7 a 10 dias, pudemos verificar grande quantidade de células sobre a
laminula de vidro.

No grupo do MTA verificamos no 1° dia, migracdo celular menor em
comparacao com o grupo controle. JA no segundo dia, esta migracdo celular estava
aumentada de forma similar ao grupo controle. No 3° dia de monitoramento,
observou-se algumas células ja no interior da laminula e no 4° dia este numero
celular tinha aumentado (Figura 5.1K). No 5° dia, j& existia confluéncia entre a linha
de delimitacdo e a laminula e ainda presenca de muitas células no interior da
laminula com o biomaterial. Nos demais dias, observamos um aumento da
quantidade de células sobre a laminula (Figura 5.1Q).

No grupo das HAp houve dificuldade de aderéncia entre o p6 do material e a
gota de colageno prejudicando a realizacdo desse ensaio. A HAp se dispersou na
placa de cultura e ficou imersa no meio de cultura. Ja no 1° dia observamos que
grande parte das HAp aderiram na regidao onde existia as células, uma pequena
parte das particulas se estabeleceu nas imediacbes da laminula e uma pequena
porcao ficou boiando e acabou sendo removida em virtude da troca do meio de

cultura celular. Entretanto, a partir do 3° dia percebeu-se a migracao das células em



49

direcdo a laminula. No 5° e 6° dia, existiam células proximas a laminula (Figura
5.1P), e foi possivel verificar células migratérias sobre a laminula em quantidade
inferior aos demais grupos apés o 6° dia de cultivo.

Em resumo, foi possivel constatar que as células nos grupos controle e MTA
iniciaram o processo de migragao celular mais rapidamente que o grupo tratado com
HAp. Mas, apesar da demora, foi possivel observar células migratérias para a area
acelularizada nas amostras tratadas com HAp. Assim, podemos dizer que no grupo
de HAp houve um atraso de aproximadamente 72 horas em relacdo aos outros
grupos. Comparando o grupo do MTA com o controle, podemos dizer que nas
primeiras 24 horas, houve um atraso na migracdo no grupo do MTA, mas esse
qguadro foi revertido ja a partir do dia seguinte (48 horas), visto que o grupo do MTA
mostrava mais células em direcédo a laminula quando comparado ao controle.

Diferentemente do que ocorreu com as HAp, ndo ocorreu dispersdo do MTA
na placa de cultivo.

A Figura 5.1 apresenta o aspecto da migracdo celular no 4° e 6° dias de

monitoramento nos diferentes grupos:
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Figura 5.1 - Ensaio de Migracdo Celular analisado durante 6 dias. A, B e C, area de migracéo antes
da remocédo das células. D, E e F, area de migracao logo apés a remocao das células e
adicdo do biomaterial (HAp, MTA e controle, respectivamente). G, H, |, J, K e L, area de
migracao apoés 4 dias de monitoramento. G e J, células migrando em direcdo a laminula
com HAp. H e K, células migrando em direcdo a laminula com MTA. | e L, células
migrando em dire¢cdo a laminula somente com colageno. Sendo que nas amostras
cultivadas com MTA (H e K) apresentaram maior migragdo celular em comparacdo com as
células cultivadas com colageno (I e L), seguidas de células cultivadas com HAp (G e J).
M, N, O, P, Q e R, area de migracao apés 6 dias de monitoramento. M, N e O, apresenta
células com total confluéncia na area préxima a linha de raspagem. P, células préximas a
laminula do grupo de HAp. Q, células totalmente confluentes e em contato com o material
(MTA) sobre a laminula. R, regido de migracdo com uma grande quantidade de células
sobre a laminula do grupo controle

Para analisar se as células apresentavam algum aumento na capacidade de
mineralizagdo quando na presenga destes materiais, foi realizada a coloragdo com
alizarina vermelha (Figura 5.2). Essa andlise foi incialmente realizada durante o
ensaio de migracdo celular para verificar se houve formacdo de nddulos de
mineralizacdo nas células migratorias ou apenas em contato com o material. No
grupo das HAp ocorreu a formacao de ndédulos mineralizados maiores, em maior
quantidade e dispersos por toda a placa (Figura 5.2C), enquanto o grupo do MTA
exibia nédulos menores e em menor quantidade (Figura 5.2G).

No grupo controle, células cultivadas sem a presenca de biomateriais, néo foi

possivel observar a formacéo de nédulos mineralizados (Figura 5.2K).
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Figura 5.2 - Ensaio de migracao celular coradas com alizarina vermelha apés 10 dias de cultivo. A-D,
células cultivadas com Nanopatrticulas de hidroxiapatita (HAp). E-H, células cultivadas com
Agregado Triéxido Mineral (MTA). A-C, E-G e I-K, aumento de 4x. D, H e L, aumento de
10x

Como no experimento anterior foi utilizado o coldgeno para fixar o biomaterial
nas laminulas de vidro, a andlise da capacidade de mineralizacdo frente aos
materiais foi realizada novamente, mas agora com as células cultivadas no material
diluido apenas em meio de cultura. E, para saber se a mineralizacdo encontrada no
ensaio de migracao era dose dependente, a capacidade de mineralizacao foi entao
estudada em diferentes concentragbes de biomaterial (1/10, 1/100 e 1/1000). Apés
1, 2, 4, 6 e 8 dias, as células foram submetidas a coloracdo com alizarina vermelha
para evidenciacdo de nédulos de mineralizacao.

Na concentracdo de 1/10, foi praticamente impossivel verificar a formacéo de
nddulos mineralizados devido a grande quantidade dos materiais (Figura 5.3A e
5.3D) e na concentracdo de 1/1000, constatamos que a quantidade de HAp e MTA



53

foi insuficiente para induzir a formag¢édo de nddulos mineralizados apds os 8 dias de
observacéo (Figura 5.3C e 5.3F).

Assim, consideramos que a concentracdo de 1/100 era a mais indicada para
visualizar as células e os nddulos de calcificacdo (Figura 5.3B e 5.3E). E importante
salientar que a HAp é mais soluvel em meio de cultura do que o MTA. Nesse ensaio,
as células foram plagueadas em placas de 96 poc¢os e o tamanho reduzido da &rea
de analise impossibilitou observacdo temporal das amostras (analises nos dias 1, 2,
4, 6 e 8).

HAp 1/1 HAp 1/1000

Y .

"MTA1/10 MTA 1/1000

Figura 5.3 - Teste da concentracdo do biomaterial apds 8 dias de cultivo com os biomateriais. A, B e
C, concentracdo de 1/10, 1/100 e 1/1000 de HAp, respectivamente. D, E e F,
concentracdo de 1/10, 1/100 e 1/1000 de MTA, respectivamente

Para confirmar a eficacia da indugédo de mineralizacdo entre os biomateriais,
as células foram entdo novamente cultivadas na presenca dos biomateriais na
concentracdo de 1/100 e analisadas ap6s 2 e 10 dias de cultivo. Mas, nesse ensaio,
as células foram plagueadas em placas de 48 pocos.

Apoés 2 dias, as células de polpa cultivadas com as nanoparticulas de HA
apresentaram a formacdo de nodulos de mineralizacdo e cristais maiores que o
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grupo tratado com MTA (Figura 5.4A e 5.4B). No 10° dia ap0s o tratamento com 0s
biomateriais foi possivel observar que os cristais estavam em tamanho ainda maior e
0s nodulos de mineralizacdo mais bem delimitados em comparacdo com 2 dias de
cultivo (Figura 5.4D e 5.4E). Nao houve formacéo de nddulos de mineralizacdoo no

grupo controle (figura 5.4C e 5.4F).

HAp ~ MTA Controle

2dias

10dias

Figura 5.4 - Ensaio de diferencia¢d@o celular verificado pela coloragéo de alizarina vermelha no 2° e
10° dia de cultivo com os materiais. A, B e C, células coradas com alizarina vermelha apés
2 dias de cultivo. D, E e F, células coradas com alizarina vermelha apés 10 dias de cultivo.
Aumento de 10x
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6 DISCUSSAO

Hoje a Odontologia caminha para o uso de técnicas operatdrias minimamente
invasivas e de materiais odontolégicos cada vez mais bioativos e biocompativeis
(Torabinejad; Chivian, 1999; Roberts; Toth, 2008; Ferreira et al., 2009;Torabinejad,;
Parirokh, 2010). Assim, torna-se fundamental o estudo do comportamento celular
induzido pela estrutura, composicéo e presenca do material restaurador.

Nesse sentido, 0 presente trabalho objetivou explorar a dinamica da interacao
entre células e um novo biomaterial para obter informacdes sobre sua possivel
citotoxicidade e para estabelecer parametros de controle e otimizacdo deste novo
material. Para tanto, foram efetuados testes in vitro que estao relatados na literatura,
pois sdo reprodutiveis, rapidos, sensiveis e economicamente acessiveis (Rogero et
al., 2003; Chen et al., 2011; Minamikawa et al., 2011; Wang et al., 2013).

Assim, no presente estudo foram avaliadas as nanoparticulas de hidroxiapatita
(HAp) desenvolvidas no Instituto de Fisica (IF) da Universidade de Sao Paulo em
relacéo a biocompatibilidade, capacidade de migracéo e o potencial de mineralizacao
de células derivadas de polpa dental humana.

N&o ha relatos na literatura de nanoparticulas de hidroxiapatita com as
mesmas caracteristicas das desenvolvidas pelo IF. Essas apresentam particulas na
forma monomérica (99,9%), ou seja, hdo apresentam aglomeracéo. Adicionalmente,
a distribuicdo de tamanho de particulas é estreita e as mesmas exibem alto grau de
cristalinidade, deste modo, a particula inteira é formada por um monocristal de HAp
e ndo ha desorganizacdo atbmica.

Muitas HAp comerciais apresentam tamanho semelhante, porém, com alto
grau de aglomeracdo. Sendo livres, as particulas de HAp podem interagir com o0s
tecidos receptores mais facilmente. Além disso, as HAp comerciais tém alta
porcentagem de outros fosfatos de célcio como bruxita e TCP (tri célcio fostato).

Portanto, o material testado nesse estudo é inédito pelo alto grau de pureza,
por estar na forma monomeérica (nanoparticulas livres) e pelo elevado grau de
cristalinidade.

Ha muitas décadas o tamanho das particulas de HA sintéticas é discutido. A
utilizacdo de particulas de hidroxiapatita com tamanho reduzido resulta em HA com

melhor sinterizacdo e densificacdo devido a maior area de superficie (LeGeros,
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1993). Adicionalmente, a HA microparticulada apresenta melhor bioatividade (Stupp;
Ciegler, 1992).

Hoje em dia este assunto ainda € muito presente, mas na investigacdo das
particulas em tamanho nanométrico. Relatos tém demonstrado que o tamanho dos
cristais de nanoparticulas de HA, a sua morfologia e seus compa@sitos com particulas
inorganicas sao importantes para o desenvolvimento do material (Zhou; Lee, 2011).
Zhou e Lee (2011), por exemplo, observaram que a HA em escala nanométrica pode
ser ideal para aplicacdo biomédica devido a sua boa compatibilidade celular e
tecidual e a capacidade de integracdo 6ssea.

Em se tratando de um material inédito, além da importancia estrutural da
nanoparticula de hidroxiapatita, também foi levado em consideracdo a escolha
correta de testes de biocompatibilidade, a fim de explorar a possibilidade de utilizar
este novo material em tratamentos clinicos. Este estudo € inédito, assim sendo
tivemos dificuldade em realizar maiores comparagdes com a literatura ja existente.

Nesse sentido, no presente trabalho foi realizado o que € preconizado pela
ANVISA nas normativas RDC n°56/2001 e ISO 10.993-5 (Osorio et al., 1998; Rogero
et al., 2003). Testes in vitro apresentam algumas vantagens importantes para
analises iniciais de materiais biol6gicos como a capacidade de limitar o nimero de
variaveis experimentais e a possibilidade de obtencdo de dados de maneira facil e
em curto espaco de tempo (Rogero et al., 2003). A extrapolacdo dos resultados de
testes in vitro pode ser repensada utilizando um biomaterial de referéncia apropriado
(Rogero et al., 2003). No presente trabalho realizamos analises com nanoparticulas
de HA (HAp), material novo e ndo disponivel para pratica clinica, e como referéncia
utilizamos o Agregado Triéxido Mineral (MTA), material jA consagrado na pratica
clinica (Parirokh; Torabinejad, 2010).

Nos testes de viabilidade as células de polpa dental humana foram cultivadas,
com cada material, em diferentes concentracbes e comparadas com a mesma
populacdo celular cultivada apenas com meio de cultivo convencional. Foi possivel
observar que as diferentes concentracdes dos materiais utilizados em nosso estudo
(1/10, 1/100 e 1/1000) interferem na sobrevivéncia celular. De forma interessante as
células responderam melhor na concentracdo de 1/10 de MTA e 1/100 para a HAp,
chegando a um pico de crescimento celular no 5° dia apds o seu tratamento com o0s
biomateriais. E importante salientar que a viabilidade celular dessas amostras foi

maior que a do grupo controle (células sem estimulo de biomateriais).
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Apbs o 6° dia de cultivo, em todos os grupos, inclusive o controle, houve uma
tendéncia a paralisagdo na viabilidade celular, de forma que ou as células
apresentavam uma queda na viabilidade ou o aumento era pequeno. Esse tipo de
resposta celular € esperada uma vez que as células apresentam inibicdo por contato
e nesse momento do cultivo, a placa ja estava em total confluéncia. Por essa razao,
foi dada mais énfase aos resultados obtidos até o sexto dia de cultivo em todas as
amostras.

N&o acreditamos que a HAp do Instituto de Fisica ou o MTA competiram pelo
espaco na placa de cultivo em nossos ensaios visto que independente da
concentracdo utilizada para cultivo das células com os biomateriais, ap6s 6 dias de
cultivo, quando a falta de espaco entdo passa a ser um fator importante, a
viabilidade das células é similar. E importante salientar que nessa constatacao,
estamos observando a tendéncia da curva e ndo 0s niumeros absolutos.

A andlise de viabilidade mostra que no grupo do MTA, as concentracfes de
1/10 e 1/100 fazem diferenca (resultados estatisticamente significativos) em relacao
ao controle. Essa diferenca diminui progressivamente no grupo 1/100 e ndo existe
no grupo 1/1000 mostrando que para ser biologicamente efetivo em relacdo a
viabilidade celular, devemos optar por concentracbes de MTA de 1/10 ou 1/100 a
partir da diluicdo de 0,1g/ml preconizada pela norma ISO 10.993-12.

J4 a HAp é mais efetiva na concentracdo 1/100, sendo que em termos de
viabilidade celular, essa concentracdo é similar ao MTA 1/10. No entanto, a
concentragdo de 1/10 também € efetiva e € a que mais se assimila ao grupo controle
considerando todos os grupos tratados.

E importante salientar que quando comparamos a HAp ao MTA colocando-se
de lado analise estatistica que mostra niumeros absolutos e observando-se também
as curvas dos graficos de viabilidade, notamos que apesar da diferenca
estatisticamente significante em favor do MTA, na concentragdo de 1/100, esses 2
materiais se comportam de maneira semelhante.

Essas constatagcfes serdo importantes em testes subsequentes in vivo
gquando teremos que novamente manipular e comparar esses materiais. Nesse
sentido, surgem questdes como: 0 que €é mais Iimportante, 0o numero
expressivamente maior de células viaveis ou uma situagcdo mais inerte (igual ao
controle) e que por sua vez pode causar menos distlrbio no processo de reparo?

Sera que diferentes concentracdes do biomaterial podem gerar respostas distintas
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no hospedeiro? Por exemplo, se quisermos a formacédo de uma ponte de tecido
mineralizado em casos de exposicdo pulpar, devemos utlizar a HAp na
concentracdo de 1/10 e se quisermos somente o recobrimento de uma cavidade
sem exposicao pulpar devemos utilizar a concentragdo 1/100?

Além da viabilidade foi também analisada a migracdo celular. A analise de
migracdo de células em direcdo a um material € de extrema importancia para o
entendimento de suas caracteristicas bioativas e ainda pode contribuir em casos de
patologias visto que a migracdo de uma célula ou grupo de células, de uma area
para outra, geralmente em resposta a um sinal quimico, é fundamental para algumas
funcdes do organismo (Horwitz et al., 2004).

Nos ensaios de migracdo celular foi possivel observar que as células
migraram em direcdo a HAp, MTA e no grupo controle. Porém a migracao para a
HAp, foi mais demorada que os outros grupos de estudo. Infelizmente para este
ensaio em especifico, observamos que apesar de utilizarmos o colageno a fim de
fixar os biomateriais sobre uma area padrao especifica, a HAp nédo se fixou. Esse
fato prejudica os resultados e a analise dos mesmos. De um modo geral podemos
dizer que a migracdo das células tratadas com MTA é similar ao controle, o que
indica que as células proliferam para fechar um espaco aberto e ndo exatamente
para ir de encontro ao material. No caso da HAp a condicdo da placa com particulas
espalhadas por toda a parte, inclusive no interior da area raspada impede uma
analise mais detalhada. O que podemos dizer é que houve o fechamento da area
raspada com um atraso de varios dias. Novos ensaios modificando a metodologia
S80 necessarios.

Mais estudos serdo necessarios também para verificar a interacdo da HAp
com o colageno, visto que o colageno € encontrado em praticamente todo o corpo
humano, é responsavel pela modulacdo das forcas exercidas nos tecidos e é
importante para a adeséo e proliferacéo celular (entre outras funcdes), desta forma
também auxiliando na reparacao tecidual (Mayne; Burgeson, 1987; Lee et al., 2001;
Nozaki et al., 2012).

A hidroxiapatita (HA) € um mineral natural e corresponde a parte principal dos
tecidos duros em mamiferos, incluindo o 0sso e dentes. Por isso, € um material
muito utilizado em aplicagBes clinicas, principalmente na Ortopedia e Odontologia.
Na Odontologia, algumas das funcbes da HA envolvem a reparacdo da porgao

mineralizada 0ssea ou dentaria, bem como o revestimento de implantes (Zhou; Lee,
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2011). Baseado nestes fatos foi analisado a capacidade de diferenciacéo (em tecido
mineralizado) das células de polpa dental quando em contato com a HAp ou MTA.

Foi possivel observar que as células de polpa formam nddulos mineralizados
apenas quando em contato direto com os materiais estudados. Isso foi observado
tanto nas células cultivadas com os materiais diluidos em meio de cultura quanto
nos ensaios de migracao celular. No grupo controle, onde havia auséncia de
qualquer material, ndo houve formacgao de nddulos mineralizados.

A capacidade de inducdo a diferenciacdo celular utilizando HAp ja foi
observada usando células-tronco mesenquimais de medula 6ssea de coelho (Cai et
al., 2007). As HAp auxiliam na proliferacdo celular e o tamanho das particulas do
material é favoravel para auxiliar nessa funcéo biolégica (Cai et al., 2007).

Os resultados encontrados com o MTA utilizado no estudo corroboram com
achados da literatura. O MTA também é conhecido como um bom material para
indugcéo de mineralizagéo pulpar (Varalakshmi et al., 2013) e estimula a formacao
de cristais de hidroxiapatita em cultura de osteoblastos humanos (Salles et al.,
2012). Assim, o fato das HAp mostrarem cristais maiores e mais dispersos na placa
de cultivo, quando comparamos os resultados obtidos com o MTA, é ainda mais
significativo.

Apesar de resultados obtidos em testes in vitro ndo serem necessariamente
0S mesmos da pratica clinica, uma vez que ndo pode-se levar em conta variaveis da
dindmica tecidual, deve-se lembrar que os métodos in vitro sdo reprodutiveis,
sensiveis, de baixo custo e minimizam as variaveis (Brisefio; Willershausen, 1991;
Osorio et al., 1998; Makkawy et al., 1998; Rogero et al., 2003; Queiroz et al., 2005).
Deste modo, é seguro afirmar que um material que demonstre alta toxicidade celular
em testes in vitro, possivelmente produzir4 efeitos toxicos aos tecidos vivos. O
contrario também ¢é verdadeiro de forma que um material que é biocompativel e
apresenta algum efeito biomodulador in vitro, possivelmente terd os mesmos efeitos
in vivo (Osorio et al., 1998; Miranda 2007).

O presente estudo demonstrou que a HAp projetada pelo Instituto de Fisica
da USP é biocompativel e é capaz de induzir as células de polpa dental humana
promoverem a mineralizacdo. O proximo passo agora sera a aplicacdo deste

material em estudos in vivo tanto na polpa dental quanto em outros tecidos.
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7 CONCLUSAO

A Nanoparticula de Hidroxiapatita testada no presente estudo € biocompativel

e induz a mineralizacéo promovida por células de polpa dental humana.
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projebo original deve ser apresentada a este CEP, de forma oojeliva e com |ustificativas, para nova
apreciagdo.

Siuacao do Parscer

Aprouado

Meceesita Apreciacio da COMEP:

Mo

Conalderagies Finals a critério do CEP:

Projetn de pesquisa adequado para aprvagso do CEP-FOUSP.

S0 PALLD, 25 de Feversim de 2012

Apalnador

e
Marcia Turddla Wandersy
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