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RESUMO

Caballero-Flores HV. Desenvolvimento e caracterizagdo de matrizes tridimensionais
porosas a base de quitosana, gelatina e dentina em p6 para aplicacdo em endodontia
regenerativa [tese]. S&o Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2019. Verséao Corrigida.

A composicao e arquitetura das matrizes desempenham um papel importante na
regeneracao tecidual, e a interacdo entre seus componentes pode influenciar no
desenvolvimento celular. Assim, 0 objetivo do presente estudo foi desenvolver e
analisar as caracteristicas morfologicas, fisico-quimicas, biolégicas e antimicrobianas
de matrizes reticuladas ou ndo a base de quitosana, gelatina e dentina em po.
Matrizes sélidas de quitosana pura; quitosana e gelatina reticuladas ou ndo com
genipina; quitosana, gelatina e dentina em po reticuladas ou néo, foram elaboradas
através do metodo de congelamento e liofilizacdo. As caracteristicas morfolégicas das
matrizes foram analisadas por microscopia eletronica de varredura. As caracteristicas
fisico-quimicas foram analisadas ensaio de degradacdo, embebicéo e liberacdo de
proteinas. A citotoxicidade do meio condicionado com as matrizes nas células-tronco
da papila dental foi avaliada pelo ensaio de MTT. A citotoxicidade das matrizes foi
avaliada pelo ensaio de contato direto. A morfologia e adesao celular nas matrizes
foram avaliadas por microscopia eletrénica de varredura e a proliferacdo celular pelo
ensaio de MTT. A diferenciacédo das células nas matrizes foi avaliada pelo ensaio de
vermelho de alizarina. O efeito antimicrobiano das matrizes foi avaliado pelo método
de cultura bactéria, e a adesdo das bactérias nas matrizes foi observada por
microscopia eletrénica de varredura. Os dados obtidos foram comparados com nivel
de significancia de 5%. Assim, todas as matrizes apresentaram estruturas porosas. A
reticulacdo da matriz reduziu a taxa de degradacdo e embebicdo. Com excecdo da
quitosana pura, todas as matrizes liberaram proteinas. A adicdo de dentina em po nas
matrizes reticuladas compostas por quitosana e gelatina promoveu maior liberagcéo de
proteinas, adeséao, proliferacdo e diferenciacéo celular. Adicionalmente, conferiu-lhe
efeito bacteriostatico sobre E. faecalis, limitando sua ades&o a superficie da matriz.
Assim, conclui-se que a matriz reticulada composta por quitosana e gelatina com

adicdo de dentina em poO apresenta caracteristicas morfoldgicas, fisico-quimicas,



biolégicas e antimicrobianas adequadas para seu potencial emprego na regeneracao
das estruturas do complexo dentinho-pulpar. Sendo a adigcdo de dentina em poé

determinante na melhoria dessas caracteristicas.

Palavras-chave: Matrizes soélidas. Quitosana. Genipina. Gelatina. Dentina em poé.



ABSTRACT

Caballero-Flores HV. Development and characterization of three-dimensional porous
chitosan, gelatin and dentin powder scaffolds for regenerative endodontics [thesis].
Sé&o Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019. Verséo
Corrigida.

The composition and architecture of the scaffolds play an important role in the tissue
regeneration, and the interaction between its components can influence the cellular
development. Thus, the aim of this study was to develop and analyze the
morphological, physicochemical, biological and antimicrobial properties of chitosan-
based scaffold associated to gelatin and dentin powder. Solid scaffolds of chitosan-
based only; chitosan-based scaffold associated to gelatin cross-linked or not by
genipina; chitosan-based associated to gelatin and dentin powder cross-linked or not
by genipin, were prepared by the freeze-drying method. The morphology of the
scaffolds was analyzed by scanning electron microscopy. The physico-chemical
properties were analyzed for degradation, imbibition and release of proteins. The
cytotoxicity of the conditioned medium by scaffolds on the stem cells of the dental
papilla was evaluated by the MTT assay. The cytotoxicity of the scaffolds was
evaluated by direct contact assay. The cell morphology and adhesion on the scaffolds
were evaluated by scanning electron microscopy, and cell proliferation by the MTT
assay. Cell differentiation on the scaffolds was assessed by the alizarin red assay. The
antimicrobial effect of the scaffolds was evaluated by the bacterial culture method, and
the adhesion of the bacteria to the scaffolds was observed by scanning electron
microscopy. The data obtained were statistically compared at significance level of 5%.
All the scaffolds had porous structures. The crosslinking of the scaffolds reduced the
degradation and swelling ratio. With the exception of scaffold chitosan-based only, all
scaffolds released proteins. The addition of dentin powder in the crosslinked scaffolds
of chitosan-based associated to gelatin promoted greater protein release, adhesion,
proliferation and cell differentiation. In addition, it resulted to bacteriostatic effect on E.
faecalis, limiting its adhesion to the scaffold surface. Thus, it is concluded that the
chitosan-based scaffold associated to gelatin and dentin powder cross-linked by

genipina has morphological, physico-chemical, biological and antimicrobial properties



suitable for its potential use in the endodontic regeneration, and the dentin powder is
important for the improvement of these properties.

Keywords: Solid matrix. Chitosan. Genipin. Gelatin. Dentin powder.
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1 INTRODUCAO

A terapia endodontica regenerativa visa substituir as estruturas danificadas do
complexo detino-pulpar através de diferentes procedimentos biol6gicos norteados
pelos principios da engenheira de tecidos. Assim, para que a regeneracéao dos tecidos
aconteca, € necessaria uma fonte apropriada de células-tronco para se diferenciar,
fatores de crescimento que sinalizem a diferenciagéo celular, e matrizes que criem um
microambiente favoravel para a adesdo, proliferacdo, migracdo e diferenciacdo
celular.

Dentro das caracteristicas ideais das matrizes, sua biocompatibilidade é de
suma importancia, para assim, prevenir reacdes adversas nos tecidos circundantes,
assim como a adequada biodegradacdo que permita a infiltracdo celular, a
vascularizacéo, a proliferacdo e a organizacao espacial das células, e eventualmente,
a substituicdo da matriz pelos tecidos regenerados. Além disso, a composicdo, a
arquitetura e o comportamento destas matrizes desempenham um papel crucial na
capacidade de colonizacao celular. As matrizes tridimensionas, altamente porosas,
favorecem o crescimento celular/tecidual e o transporte de nutrientes e residuos
metabdlicos. Transferindo este ecossistema ao canal radicular, a presenca de
bactérias residuais pode gerar uma influéncia negativa na regeneracéo tecidual, desta
forma, é desejavel que as matrizes tenham acéo antimicrobiana para poder controlar
essas bactérias e limitar seu efeito deletério. Até a presente data, ndo foi reportada
nenhuma matriz que tenha todos 0s requisitos ideais para promover a regeneracao
das estruturas do complexo dentino-pulpar de maneira previsivel e sistematica, o que
faz necessario o estudo e desenvolvimento de novas matrizes que possam atingir
esse objetivo.

Nesse sentido, a quitosana € um polimero natural obtido pela desacetilagéo da
quitina, utilizada na engenharia de tecidos para a elaboracdo de matrizes
biodegradaveis, biocompativeis, ndo antigénicas, ndo tdxicas, biofuncionais e
porosas, no qual apresenta uma estrutura similar aos glicosaminoglicanos da matriz
extracelular. No entanto, suas caracteristicas quimicas proprias ndo favorecem a
adesdao celular, tal caracteristica se modifica quando a mesma é associada a outras

substancias como a gelatina e /ou através da sua reticulacdo. A gelatina € um
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biomaterial obtido pela hidrolise parcial do coldgeno, e comumente empregado na
engenharia de tecidos pelas suas propriedades: ser altamente biodegradavel,
biocompativel e apresentar baixa imunogenicidade. Constituida pela sequéncia de
aminoacidos: Arginina — Glicina — Acido Aspartico, ela cria condi¢cbes que podem
colaborar com a adesao e migracao celular. A reticulacdo, através do emprego de
substancias quimicas naturais como a genipina, modifica as caracteristicas fisico-
guimicas das matrizes compostas de quitosana e gelatina, podendo contribuir para a
obtencao de um substrato adequado para o desenvolvimento celular.

Por outro lado, a funcionalizagdo das matrizes para controlar a diferenciacao
celular, € um desafio na endodontia regenerativa devido as variaveis envolvidas, como
o desconhecimento da quantidade adequada de fatores de crescimento envolvidos no
processo de regeneracao. A dentina humana contém em seu interior varios fatores de
crescimento fossilizados, tais como o TGF-B1, VGEF, BMP, FGF-2 e outras
biomoléculas como peptideos antimicrobianos, que podem ser extraidos da dentina e
empregadas em prol da regeneracéo tecidual.

Assim, a elaboracdo de matrizes tridimensionas porosas, biocompativeis,
bioativas, antimicrobianas, com adequada taxa de biodegradacédo que favorecam a
adesdao, proliferacdo, migracéo e diferenciacao celular, e que sejam passiveis de ser
levadas facilmente ao interior do canal radicular, devem ser analisadas com estrema

propriedade na endodontia regenerativa.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Para melhor compreenséo dos assuntos relacionados ao presente estudo, a
revisdo da literatura foi dividida em quatro partes: na primeira, foram abordados o
conceito, 0s componentes e as estratégias da endodontia regenerativa, em seguida,
foram explorados temas relacionados as diferentes matrizes empregadas para a
regeneracdo do complexo dentino-pulpar, na terceira parte, foram abordados temas
relacionados as matrizes tridimensionais porosas a base de quitosana e suas
combinacdes, e para finalizar, foram discorridos o assunto sobre a dentina na

endodontia regenerativa.

2.1 ENDODONTIA REGENERATIVA

A neoformacdo de tecidos no interior do canal radicular como alternativa
terapéutica ao tratamento endodéntico convencional tem sido anseio por muitas
décadas, sendo Vidair e Butcher (1955) os primeiros em reportar a regeneracao de
tecido conjuntivo no interior do canal radicular em substituicdo a pratica comum de
remocao do tecido pulpar e preenchimento do canal radicular com material sintético.
Segundo os autores, este tecido poderia aumentar a umidade do dente reduzindo sua
fragilidade. Para este ensaio, a polpa de dentes de macacos foi removida, e 0s canais
irrigados com formalina 10% apds a instrumentacdo mecanica, sendo o terco cervical
preenchido com guta-percha. Apds 74 dias, observaram que o canal radicular estava
invadido por tecido conjuntivo em 60% dos dentes. No entanto, a primeira tentativa de
regenerar o tecido pulpar foi conduzida por Myers e Fountain (1974) que se
propuseram avaliar se o preenchimento do canal radicular com coagulo de sangue
associado ou ndo com gelatina resultaria na regeneracdo pulpar em dentes de
macacos com periodontite apical e apicigénese completa ou ndo. Assim, apos inducao
da patologia periapical, os dentes foram instrumentados e irrigados com hipoclorito de
sédio 5%. Posteriormente, uma lima foi introduzida além do limite apical e o

sangramento contido com cones de papel esterilizados. Apds secagem do canal, os
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dentes foram divididos em dois grupos experimentais de acordo com a matriz
empregada para o preenchimento do canal radicular, a saber: sangue coagulado do
proprio animal in situ pela adi¢cdo de trombina ou sangue do animal associado a p6 de
gelatina reabsorvivel (Gelfoam). Como grupo controle, o canal foi preenchido com
soro fisiolégico ou deixado vazio. Posteriormente, os animais foram sacrificados de
acordo com o tempo experimental de 2 semanas, 3 meses e 6 meses, e entdo, 0s
dentes processados para andlise histoldgica. Os autores observaram crescimento
tecidual por invaginacdo no canal radicular com extensédo entre 0,10 e 1 mm nos
grupos experimentais, e que estava composto principalmente de tecido de granulacao.
Adicionalmente, os dentes com apicigénese completa apresentaram sinais de
reabsorcéo radicular, enquanto que os dentes com apicigénese incompleta tiveram o
processo de formacao radicular continuo com tentativas de fechamento apical por
tecido osteodide/cementbide. Os autores concluiram que a regeneragcdo ou O
crescimento de tecido conjuntivo no interior do canal radicular de dentes de macaco
previamente infectados ndo foi aumentado pelo sangue e/ou pelos substitutos do

sangue.

7

A regeneracdo € um processo de reparacdo, no qual células lesadas séo
substituidas em numero e arquitetura semelhante as do tecido original (Machado,
1992). Em geral, a engenharia de tecidos é um campo interdisciplinar que aplica os
principios da engenharia e das ciéncias biolégicas para desenvolver substitutos
bioldgicos que restaurem, mantenham ou melhorem a funcéo dos tecidos danificados
ou perdidos (Langer; Vacanti, 1993). Neste assunto, a endodontia regenerativa foi
definida por Murray et al. (2007) como procedimentos bioldgicos que visam substituir
as estruturas danificadas do complexo dentino-pulpar através de estratégias
terapéuticas baseadas na engenharia de tecidos, no qual € composto por trés
elementos, a saber: células-tronco, moléculas bioativas e “scaffolds/matrizes. Nisto, a
matriz permite o desenvolvimento do tecido; as células-tronco se diferenciam e criam
o0 tecido; e as biomoléculas, como os fatores de crescimento, sinalizam as células a
expressar o fenotipo tecidual desejado (Bonassar; Vacanti,1998). Com o objetivo de
estudar o papel de cada um desses componentes na regeneracdo endodontica,
Prescott et al. (2008) implantaram no dorso de ratos, terceiros molares humanos
extraidos com perfuracdo simulada na furca, a qual foi preenchida de acordo com a

divisdo dos grupos, a saber: grupo 1 — MTA; grupo 2 — matriz de colageno; grupo 3 —
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matriz de coldgeno impregnada com DMP-1; grupo 4 — matriz de colageno
impregnada com DMP-1 e DPSC; grupo 5 — matriz de coldgeno inoculada com DPSC.
Apoés 6 semanas, 0s animais foram sacrificados, e os implantes processados para
coloracdo em hematoxilina e eosina, safranina-O, von Kossa e tricomo de Masson.
Os autores reportaram que somente no grupo 4 foram observados sinais de
regeneracao tecidual na area da perfuragdo, caracterizado pela presenca de células
em proliferacdo morfologicamente semelhantes a fibroblastos e vasos sanguineos.
Nos outros grupos, nao foi possivel observar tecido organizado. Assim, os autores
concluiram que a associacdo dos trés fatores da triade da engenharia tecidual é
fundamental para a regeneracéo das estruturas do complexo dentino-pulpar.

As estratégias terapéuticas propostas na regeneracdo endododntica podem se
classificar de acordo com a origem das células-tronco empregadas, que podem ser
transplantadas ou recrutadas diretamente dos tecidos periapicais do individuo. No que
se refere a abordagem do transplante celular, diante dos avancos da engenharia de
tecidos na medicina, Langer e Vancati (1993) propuseram a terapia de transplante
celular como uma nova abordagem com potencial para substituir tecidos perdidos ou
disfuncionais como figado, pancreas, cartilagem, osso, musculo e vasos sanguineos,
e Monney et al. (1996) conduziram o primeiro estudo in vitro que mostrou o potencial
dessa terapia na regeneracao pulpar. Para isso, fibroblastos isolados da polpa dental
humana foram semeados e cultivados sobre matrizes sintéticas a base de acido
poliglicélico. Apés 60 dias de cultivo, os autores observaram através de microscopia
eletrbnica de varredura que as células semeadas se aderiram sobre as fibras da
matriz, espalhando-se extensivamente sobre elas e proliferando-se entre seus
espacos. Histologicamente, as matrizes se apresentaram altamente celularizadas.
Assim, os autores sugeriram que a abordagem proposta poderia fornecer um novo
tecido pulpar autélogo para substituir o tecido pulpar perdido. Contudo, ainda seria
necesséaria a otimizacdo do processo atraves do desenvolvimento de uma matriz
adequada para o transplante celular, e a adi¢ao de liberacéo de fatores de crescimento
para promover uma rede vascular e nervosa no tecido neoformado. Posteriormente,
Huang et al. (2010) confirmaram in vivo a hipotese da regeneragdo no interior do canal
radicular transplantando células numa matriz sintética sélida a base de acido polilatico
e acido poliglicélico. O crescimento celular das SCAP ou DPSC nas matrizes foi

avaliado in vitro por eletromicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura
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ou de luz. Para analise in vivo, as células foram semeadas sobre as matrizes e
introduzidas no interior de dentes humanos, que foram implantados no dorso de ratos.
Apés 4 meses, os implantes foram processados para analise histologica e
imunohistoquimica. Os autores observaram que, in vitro, tanto as SCAP como as
DPSC aderiram-se e proliferaram-se na matriz. A analise in vivo do tecido neoformado
no canal radicular apresentou caracteristicas semelhantes com o tecido pulpar,
porém, células semelhantes a odontoblastos s6é foram observadas em algumas
regides, predominando a presenca de células ndo organizadas e ndo alinhadas.
Adicionalmente, foi possivel observar uma linha de dentina neoformada uniforme ao
longo das paredes do canal, porém, sem apresentar tibulos dentinérios organizados
em sua maior extensdo. Além disso, restos de matriz ndo reabsorvidos foram
observados. Os autores concluiram que as células que puderam migrar através da
matriz e chegaram as paredes dentinarias preexistentes diferenciaram-se em células
semelhantes a odontoblastos. Contudo, essas células formaram dentina a ritmos
diferentes, o que resultou na sua falta de organizacéo, sendo necessario aprimorar 0s
sinalizadores de diferenciacéo celular, assim como a taxa de degradacdo da matriz
empregada, fatores que, segundo os autores, afetaram negativamente a qualidade do
tecido neoformado. Até a atualidade, varios outros estudos in vivo realizados com
fragmentos de dentes humanos implantados no dorso de ratos juntamente com a
terapia do transplante de células apresentaram como resultado comum, a
neoformacéo de estruturas no interior dos dentes implantados similares a polpa e
dentina, mostrando o potencial dessa terapia na regeneracéo de tecidos do complexo
dentino-pulpar (Prescott et al., 2008; Huang et al., 2010; Galler et al., 2012; Galler et
al., 2018). Recentemente, Nakashima et al. (2017) conduziram o primeiro estudo
clinico piloto utilizando transplante de células-tronco no canal radicular de humanos.
DPSC autblogas associadas a matriz - a base de colageno modificado para ter uma
baixa atividade imunogénica funcionalizada com fator estimulador de colonias de
granulécitos - foram transplantadas em dentes pulpectomizados com diagnéstico
prévio de pulpite irreversivel de 5 pacientes. Apds o transplante, a avaliagdo da
sensibilidade pulpar foi aferida pelo teste ao frio e ao teste elétrico em 4, 12 e 24/28
semanas. A formacdo de dentina ao longo das paredes dentinarias foi avaliada
através de tomografia computadorizada de feixe cébnico em 16 e 28 semanas. A
intensidade relativa do tecido no interior do canal radicular foi avaliada por ressonancia

magnética em 12 e 24 semanas pos-transplante. Assim, na quarta semana todos o0s
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dentes mostraram resultado positivo ao teste elétrico de sensibilidade pulpar, e na
vigésima quarta semana, o tecido neoformado apresentou sinais de polpa dentéria
normal quando avaliados através de ressonancia magnética. As tomografias
realizadas nos controles evidenciaram a formacédo de dentina funcional em 3
pacientes. Os autores concluiram que a terapia regenerativa empregada nesses
pacientes utilizando a triade da engenheira tecidual foi segura e eficaz na regeneragéo
da polpa e da dentina. Todavia, Segundo Galler et al. (2014), o custo excessivo e
logistica necessaria para esse procedimento a tornaria pouco viavel na
implementacgéo clinica, sendo a terapia baseada no recrutamento de células-tronco

enddgenas uma alternativa clinicamente mais viavel.

Na terapia de recrutamento celular, as células-tronco podem ser levadas ao
interior do canal radicular através da inducdo do sangramento dos tecidos periapicais
(Lovelace et al., 2011; Yamauchi et al., 2011; Nosrat et al.,2019) ou podem ser
atraidas pelo efeito quimiotaxico de fatores de crescimento adicionados as matrizes
(Kim et al., 2010; Widbiller et al., 2018b). A inducdo do sangramento da regido
periapical foi proposta por Ostby (1961) com o objetivo de estudar as consequéncias
do preenchimento da regido apical do canal radicular com coagulo sanguineo. Assim,
analise histologica de dentes de humanos com apicigénese completa e polpa
necrosada tratados e submetidos a ampliacdo foraminal com preenchimento de
sangue periapical foi realizada. O autor observou que com o decorrer do tempo o
coagulo sanguineo foi substituido por tecido de granulacdo e posteriormente por
tecido conjuntivo fibroso. Ainda, foi possivel observar a deposicdo de tecido
semelhante ao cemento nas paredes do canal radicular e no forame apical. O autor
sugeriu que o preenchimento do canal radicular com coagulo sanguineo poderia ser
uma alternativa para o tratamento de dentes com apicigénese incompleta e necrose
pulpar ja que, através de controles radiograficos, o autor observou a continuidade do
processo de formacgé&o radicular em um caso de um dente com necrose pulpar e
apicigénese incompleta. Posteriormente, Ham et al. (1972) avaliaram essa abordagem
em dentes de macacos com apicigénese incompleta sem ou com necrose pulpar. A
analise histologica mostrou que o interior do canal radicular se encontrava preenchido
por tecido conjuntivo fibroso com deposicao de tecido calcificado semelhante com
cemento celular ou osso ao longo das paredes do canal radicular. Assim, os autores

concluiram que o fechamento apical visto radiograficamente era o resultado da
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deposicao irregular de tecido calcificado na regido apical. Nos tempos atuais, essa
abordagem foi retomada inicialmente por lwaya et al. (2001) e posteriormente por
Banchs e Trope (2004), quem introduziram o emprego da pasta tri antibidtica como
medicacdo intracanal prévia a inducdo de sangramento periapical. Em ambos, os
relatos de casos clinicos demonstraram radiograficamente a continuidade da
formacao radicular e o estreitamento da luz do canal nas radiografias de controle,
onde ambos o0s grupos de autores denominaram essa abordagem como terapia de
revascularizacdo pulpar. A natureza do tecido formado no interior de dentes
submetidos a terapia de revascularizacao pulpar foi analisada histologicamente por
Wang et al. (2010), que observaram aposi¢cdo de tecido similar ao cemento nas
paredes dentinarias, e tecido similar ao 0sso e/ou ao tecido periodontal e/ou tecido
conjuntivo fibroso na regido apical e no interior do canal radicular de dentes de caes.
Posteriormente, Martin et al. (2013) reportaram a primeira analise histolégica de um
dente humano com apice aberto e necrose pulpar submetido a terapia de
revascularizacao pulpar. Os autores observaram que o interior do canal radicular se
encontrava preenchido por tecido conjuntivo fibroso e por tecido mineralizado ostedide
ou cementodide, sem evidéncias de células semelhantes aos odontoblastos ou a

dentina.

O estudo de Abe et al. (2007) teve grande importancia da relacédo da inducéo
de sangramento periapical de dentes com apicigénese incompleta e a regeneracéo
endododntica dentro dos conceitos da bioengenharia, pois os autores demostraram que
estes dentes possuem a papila apical, que € uma fonte rica de células-tronco. Fato
evidenciado no estudo conduzido por Lovelace et al. (2011), onde mostraram atraves
de métodos moleculares, que o sangue coletado do interior do canal radicular apos a
inducdo do sangramento de dentes com apicigénese incompleta e necrose pulpar
apresentava resultados positivos para os marcadores de células-tronco CD75 e
CD105. Posteriormente, Chrepa et al. (2017) confirmaram em sua investigacao clinica
gue estas células-tronco séo capazes de permanecer viaveis mesmo em condi¢bes

de inflamacgéo e necrose pulpar.

Seguindo os conceitos da triade da bioengenharia utilizando recrutamento
celular através da indugdo do sangramento periapical, Palma et al. (2017)
propuseram-se avaliar histologicamente o efeito da combinacdo de matrizes a base

de quitosana ao coagulo sanguineo para a regeneracao endoddntica em dentes com
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apice aberto e periodontite apical de cdes. Para isso, apos inducdo do sangramento
da regido periapical, o interior do canal radicular foi preenchido com sangue, e
imediatamente introduzida uma matriz a base de quitosana e hialuronato de sodio ou
a base de quitosana e pectina. Em outro grupo foi permitida a formacdo do coagulo
sanguineo sem adicdo de nenhuma matriz. Apdés 30 semanas, os dentes processados
para analise histomorfométrica. Os autores reportaram que todos 0s grupos
permitiram o desenvolvimento continuo das paredes radiculares com presenca de
tecido ostedide, cementdide e semelhante ao tecido do ligamento periodontal no
interior do canal radicular. Incompleta degradacdo com presenca de areas de
inflamacé&o foram caracteristicas encontradas nos grupos onde foram empregadas as
matrizes. Somente 21% dos casos, onde o canal foi preenchido com coagulo
sanguineo, foi possivel observar pequenas areas de odontoblastos neoformados.
Assim, os autores concluiram que o emprego dessas matrizes associadas ao sangue
nao resultou em evidéncias histologicas de regeneracéo. Adicionalmente, este ensaio
mostrou o potencial das células-tronco da regido apical em sobreviver e diferenciar-
se, mesmo em dentes com infec¢cdo. Recentemente, Nosrat et al. (2019) avaliaram
clinica, radiografica e histologicamente o resultado do emprego de coagulo sanguineo
ou de uma matriz comercial (SynOss Putty) a base de colageno combinada com
particulas de fosfato de célcio e apatita de carbonato associada ou ndo ao coagulo
sanguineo no tratamento de dentes humanos com apicigénese incompleta sadios. Os
autores observaram que no grupo onde foi empregada a matriz comercial sem coagulo
de sangue nao houve neoformacédo de tecidos no interior do canal radicular.
Contrariamente, quando a matriz foi associada ao coagulo sanguineo, observou-se
gue a neoformacéo tecidual limitou-se a extensao do coagulo sanguineo no interior
do canal radicular. Contudo, o tecido intrarradicular neoformado caracterizou-se por
ser semelhante ao cemento com presenca de restos da matriz ndo reabsorvidas, sem
evidéncia de tecidos semelhantes a polpa. Os autores concluiram que, quando a
matriz comercial foi empregada, sua associagdo ao coagulo de sangue foi

fundamental para a neoformacéao intrarradicular de tecido mineralizado.

A capacidade de regeneracao dentino-pulpar através do efeito quimiotaxico dos
fatores de crescimento foi inicialmente proposta por Kim et al. (2010). Nesse estudo,
0s autores implantaram dentes unirradiculares humanos preenchidos com uma matriz

de colageno associada ou ndo a FGF, VEGF ou PDGF acrescidos ou ndo de BMP-7
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e NGF no dorso de ratos. Apés 3 semanas, os implantes foram retirados para sua
andlise histoldgica e imunohistoquimica. A expressao de NGF e DSP nos tecidos foi
avaliada por meio do teste de ELISA. Os autores observaram que quando foi
empregada a matriz de coladgeno sem fatores de crescimento, o espaco intrarradicular
apresentava-se preenchido por restos da matriz com poucos sinais de crescimento
celular. Por outro lado, quando a matriz foi associada ao FGF, VEGF ou a combinagéo
de ambos, o espaco intrarradicular apresentou-se vascularizado com presenca
abundante de células do hospedeiro em intimo contato com as paredes dentinarias.
A associacao de FGF ou VEGF com as citocinas basais BMP e NGF resultou na
expressdo de DSP. Os autores concluiram que é possivel a regeneracdo das
estruturas do complexo dentino-pulpar recrutando células do proprio hospedeiro
através da adicdo de varios fatores de crescimento na matriz implantada. Yamahushi
et al. (2011) associaram proteinas da matriz dentinaria expostas in situ ao coagulo
sanguineo periapical ou a implantacéo de matriz de coladgeno na regeneracao tecidual
intrarradicular em dentes de cdes com apicigénese incompleta. Os autores puderam
observar que apos 3,5 meses, todos os grupos tiveram o aumento das paredes do
canal radicular como consequéncia da neoformacdo de tecido mineralizado
semelhante ao cemento ou 0sso, a qual foi significativamente maior nos grupos com
presenca da matriz de colageno. Além disso, nos grupos onde as proteinas da matriz
dentinaria foram expostas, o tecido mineralizado neoformado apresentava-se
incorporados mecanicamente a parede dentinaria, o qual ndo foi observado nos
grupos onde a dentina nao foi previamente desmineralizada. Em nenhum grupo foi
observado a neoformacéao de tecidos semelhante a polpa ou a dentina, nem presenca
de células similares aos odontoblastos. Os autores concluiram que a associacdo da
matriz de colageno com o coagulo de sangue e a desmineralizagcao parcial in situ da
dentina no canal radicular favoreceram a neoformacdo de tecido mineralizado,
sugerindo que o coagulo de sangue poderia servir como matriz favorecendo a
migracao de células-tronco da regido periapical ao interior do canal radicular. Nagy et
al. (2014) avaliaram o potencial de regeneracao de dentes humanos com apicigénese
incompleta e necrose pulpar empregando como matriz coagulo sanguineo ou sua
associacdo com uma matriz injetavel a base de gelatina misturada com o fator de
crescimento béasico de fibroblasto. Os autores observaram, através do
acompanhamento radiogréfico de 18 meses, que ambas as abordagens propostas

resultaram no aumento progressivo do comprimento e largura da raiz e diminui¢do no
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diametro apical, concluindo que o emprego da matriz misturada com o fator de

crescimento ndo foi necessério para o resultado obtido.

A quimiotaxia celular utilizando fatores de crescimento para a regeneracao
endoddntica também tem sido proposta em casos de dentes com rizogénese
completa, no entanto, Nabeshima et al. (2018) chama a atenc¢do para a importancia
da vascularizacdo para nutricdo celular em dentes com canal radicular vazio
objetivando a neoformacéo tecidual intrarradicular. Os autores associaram o VEGF ao
coagulo sanguineo induzido da regido periapical para a avaliacdo in locco utilizando
dentes de ratos com rizogénese completa, e observaram que o emprego do VEGF
associado ao coagulo sanguineo promoveu maior rapidez na angiogénese com
formacdo de tecido conjuntivo intracanal. No entanto a presenca de células
semelhantes aos odontoblastos nédo foi observada. De Cara et al. (2019) realizaram
um ensaio ortotépico para avaliar a angiogénese também em dentes de ratos com
rizogénese completa, porém os autores utilizaram coagulo sanguineo associado ao
meio condicionado previamente com células-tronco de dentes deciduos. As analises
in vitro iniciais demonstraram que o meio condicionado apresentava expressao
positiva para VEGF, e que o mesmo em contato com HUVEC apresentava aumento
da sintese celular de VEGF em cultura. Os resultados apresentaram in vivo a
formacdo de tecido conjuntivo com presenca de vasos sanguineos confirmados

imunohistoquimicamente pela forte marcagao positiva contra VEGFR2.

Outros artificios tém sido sugeridos para a regeneracdo endodontica utilizando
guimiotaxia de células-tronco e coagulo sanguineo. Nisto, Moreira et al. (2017)
propuseram a fotobiomodulagédo para a regeneracao pulpar em dentes de ratos com
rizogénese completa. Os autores instrumentaram canais de ratos, realizaram irrigagéo
final com EDTA 17%, induziram o sangramento periapical para formacéo de coagulo
sanguineo intracanal, e irradiaram uma aplicagdo de laser diodo InGAIP sobre o
coagulo. Trés das onze amostras do grupo experimental apresentaram a formacao de
tecido conjuntivo imaturo com fibras colagenas menos espessas que o tecido original,
no entanto apresentaram positividade imunohistoquimica para células similares aos
odontoblastos e aos vasos sanguineos. Os autores concluiram que a terapia por
fotobiomodulacédo pode ser um adjunto capaz de melhorar a regeneracao tecidual

pulpar.
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No que se refere as outras matrizes associadas a biomoléculas propondo
quimiotaxia de células-tronco, Widbiller et al. (2018b) compararam o potencial de
recrutamento de 3 diferentes matrizes naturais em forma de hidrogel: fibrina, selante
de fibrina, plasma rico em fator de crescimento e uma matriz sintética a base de
peptideo de automontagem. Para tal, empregaram um modelo in vivo ectdpico, onde
o canal radicular foi preenchido pela matriz associada ou ndo com extrato proteico
obtido da matriz dentinéaria, utilizando prévio condicionamento radicular com EDTA
10%. ApOs a gelificacdo das matrizes, o apice radicular foi coberto com colageno em
gel contendo DPSC e imediatamente o dente foi implantado no dorso de ratos
imunossuprimidos. Como grupo controle, foram empregadas as mesmas matrizes
sem adicdo do extrato e sem condicionamento prévio. Apds 4 semanas, 0s dentes
implantados foram extraidos para a andlise histolégica e imunohistoquimica do tecido
intrarradicular formado. Os autores observaram que a associacédo das matrizes com o
extrato proteico resultou em maior crescimento de tecido intrarradicular com presenga
de células diferenciadas aderidas a parede dentinaria. A analise imunohistoquimica
confirmou a origem humana dessas células. O hidrogel de plasma rico em fatores de
crescimento associado com extrato proteico permitiu maior crescimento de tecido
intrarradicular, e o peptideo de automontagem produziu o menor crescimento tecidual.
Contudo, nenhum dos grupos avaliados apresentou frequéncias acima de 50% de
canais completamente preenchidos por tecido neoformado. Os autores concluiram
gue é possivel o crescimento de tecido intrarradicular pela migracédo celular, sendo
gue o material das matrizes empregadas influencia no grau de neoformacéo tecidual,
e que a presenca de fatores de crescimento é necessaria para o0 recrutamento e

diferenciacdo odontoblastica das células-tronco.

Assim, de acordo com o exposto, pode-se inferir que independentemente da
estratégia empregada — células transplantadas ou recrutadas, as matrizes possuem
um papel fundamental na regeneragédo das estruturas do complexo dentino-pulpar,

permitindo a adeséo, proliferacéo e diferenciacéo celular.
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2.2 MATRIZES EMPREGADAS PARA A REGENERACAO ENDODONTICA

Em geral, a principal fungdo das matrizes é servir de estrutura tridimensional
para a organizacdo do tecido em desenvolvimento. Para isso, a composi¢ao deste
material deve favorecer a adesao, proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular,
permitindo o transporte de nutrientes, residuos metabdlicos e de biomoléculas,
caracteristicas necessarias para garantir a sobrevivéncia celular (Bonassar; Vacanti,
1998; Garg et al., 2012).

No que se refere a regeneracdo endoddntica, o primeiro material proposto
como matriz foi o coagulo sanguineo associado ou ndo com gelatina (Myers; Fountain,
1974). Assim, visando a regeneracao pulpar, dentes de macacos com periodontite
apical foram instrumentados e posteriormente preenchidos com sangue do préprio
animal, coagulado in situ pela adicdo de trombina associado ou ndo com gelatina.
Ap0s tempos experimentais de 2 semanas, 3 ou 6 meses, os dentes processados para
sua analise histologica. Os autores observaram tecido de granulacdo invaginado nos
milimetros finais do canal radicular de todos os grupos, concluindo que o emprego do
coagulo sanguineo e a associacdo testada ndo resultaram na regeneracéo pulpar.
Posteriormente, Nevins et al. (1976) desenvolveram uma matriz injetavel a base de
colageno e fosfato de célcio com o objetivo de promover o fechamento apical de
dentes com @apice imaturo de macacos. Apés 12 semanas, a andlise histologica
mostrou que o canal radicular se encontrava preenchido por tecido conjuntivo frouxo
vascularizado. Além disso, observou-se a deposicdo de tecido semelhante a 0sso e
cemento nas paredes do canal radicular, resultando no estreitamento do espaco
intrarradicular e do forame apical, concluindo que a matriz proposta tinha potencial
para a regeneracdo de dentes pulpectomizados. Assim, Nevins et al. (1977)
reportaram o primeiro caso clinico no qual empregaram a mesma matriz no tratamento
de um dente traumatizado apresentando apice aberto em uma crianca de 8 anos. A
radiografia de controle realizada apds 6 meses evidenciou a continuidade do processo
de formacéo radicular. Os autores reportaram o tratamento realizado como uma nova
técnica biolégica de obturacéo na terapia endodontica. Neste sentido, posteriormente,
Machado (1992) propds por meio de uma revisdo de literatura, a utilizacdo de dentina

desmineralizada para auxiliar na obturacdo biologica de dentes apds tratamento
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endodontico. O autor conclui que o tecido mineralizado formado ndo corresponde a
dentina, e chama atencéo para cuidados, tais como a esterilizacdo da dentina a ser
utilizada e o método empregado para a desmineralizacdo, além da importancia de

uma boa irrigacao sanguinea local.

Na engenheira tecidual, as matrizes desempenham papel critico dirigindo o
crescimento tecidual por meio das células inoculadas em sua superficie ou
favorecendo a migracdo celular dos tecidos circundantes. A matriz ideal necessita
atender alguns requisitos, tais como: ser biocompativel, biodegradavel e porosa,
favorecendo a adesdo, migracdo e proliferacdo celular (Garg et al., 2012).
Adicionalmente, devido a vida util curta dos fatores de crescimento (Saltzman, 1996),
se faz necessario o desenvolvimento de matrizes que permitam a adicao e a liberacao
controlada dessas biomoléculas para sinalizar a diferenciacdo celular (Langer;
Vacanti, 1993). No que se refere a regeneracao das estruturas do complexo dentino-
pulpar, além das caracteristicas ja expostas e devido as condi¢cdes proprias do canal
radicular, as matrizes devem favorecer a vascularizacdo e inervacdo, permitir a
incorporagcdo de fatores de crescimento relevantes para a diferenciagédo
odontoblastica, e nos casos de necrose pulpar, devem permitir o controle das

bactérias residuais presentes no interior do canal radicular (Galler et al., 2011a).

Na atualidade, varios materiais tém sido propostos como potenciais matrizes
para a regeneracéo dos tecidos do complexo dentino-pulpar, podendo se classificar
em dois grupos de acordo com sua origem: naturais ou sintéticas, que de acordo com
sua forma podem ser solidas ou hidrogéis (Galler et al., 2011a). Os materiais naturais
tém como vantagem principal possuir composi¢cao semelhante a matriz extracelular
dos tecidos, por outro lado, os materiais artificiais oferecem como principal vantagem
o controle elevado sobre suas caracteristicas fisico-quimicas (Garg et al., 2012; Galler
et al.,2011a). Recentemente, a comparacdo entre matrizes naturais e sintéticas foi
realizada por Galler et al. (2018). Nesse estudo, 0s autores compararam in vitro sete
diferentes tipos de matrizes - cinco hidrogéis artificiais: polietilenoglicol de cura
guimica, fotopolimerizavel ou funcionalizado, peptideo de automontagem modificado
a base da sequéncia 21 peptideos aminoacido ou comercial (PuraMatrix); e dois
hidrogéis naturais: colageno tipo | e fibrina. A viabilidade celular das DPSC nas
matrizes foi avaliada em 1, 3, 5, 7 e 14 dias através do ensaio de MTT e coloracao de

live/dead. Entdo, as matrizes a base de fibrina, polietilenoglicol de cura quimica ou
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fotopolimerizavel e de peptideo de automontagem modificado, misturadas ou ndo com
extrato das proteinas da matriz dentinaria, foram analisadas in vivo. Para isso,
cilindros de dentina preenchidos com as matrizes inoculadas com DPSC foram
implantados no dorso de ratos imunossuprimidos. Apés 4 semanas, 0s implantes
foram retirados e processados para andlise histoldégica e imunohistoquimica. Os
autores reportaram que nos testes in vitro a viabilidade celular foi maior nos hidrogéis
naturais que nos artificias. O experimento in vivo mostrou que 83% dos cilindros
carregados com a matriz de fibrina e 33% dos cilindros carregados com a matriz de
peptideo de automontagem, ambas associadas com extrato das proteinas da matriz
dentinaria apresentaram-se preenchidos por tecido similar a polpa dentaria. O interior
dos cilindros nos outros grupos encontrava-se vazio ou preenchido com tecido
conjuntivo desorganizado com presenca de células dispersas. Assim, 0s autores
concluiram que as matrizes naturais, especialmente a base de fibrina, permitiram a
viabilidade celular e a formacéo de tecido semelhante a polpa, que foi superior as
matrizes artificiais. A adicdo do extrato proteico a matriz de fibrina contribuiu
positivamente na formacao desse tipo de tecido, devido a capacidade da fibrina de se

ligar e permitir a liberacdo lenta dessas biomoléculas.

As matrizes em forma de hidrogel tém sido amplamente estudadas na
regeneracao endodontica devido a facilidade de introducdo no canal radicular por
meio de injecdo, adaptando-se as paredes dentinarias ao longo de toda a raiz
(Fukushima et al., 2019). Nesse sentido, Huang et al. (2006) cultivaram células-tronco
da polpa dentaria sobre dois tipos de hidrogéis a base de colageno tipo | de origem
bovina ou obtido da cauda de ratos. Os autores observaram que as células-tronco
causaram uma contracdo das matrizes resultando na diminuicdo a metade do seu
tamanho inicial entre 3 e 15 dias de cultivo. A contracédo da matriz resultou na migracéo
das células para fora. Adicionalmente, observaram que as células-tronco proliferaram
mais rapidamente no poco de cultura celular que no interior dos hidrogéis. Concluindo
gue os hidrogéis de colageno ndo sdo adequados para a regeneracao pulpar devido
a acentuada contracdo pelas células na matriz. Os autores sugeriram que in vivo a
contracao do hidrogel apos insercdo na raiz radicular poderia levar ao desprendimento
das células das paredes dentindrias, resultando em espacos vazios que
comprometeriam a neoformacao tecidual, sendo necesséario o desenvolvimento de

matrizes resistentes a contracdo. Rosa et al. (2013) observaram que a viscosidade
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do hidrogel influencia na regeneracéo pulpar. Nesse estudo, os autores compararam
a diferenciacdo odontoblastica de células-tronco de dentes deciduos no hidrogel a
base de peptideos (Puramatrix) ou a base de colageno recombinante humano tipo |I.
Para isso, cultivaram in vitro células-tronco ressuspendidas nos hidrogéis em dentes
humanos. ApGs 7 e 24 dias, o conteudo do canal foi removido para a analise da
expressdo génica de DMP-1, DSPP, e MEPE através de RT-PCR. Os autores
observaram que a expressdo de marcadores odontoblasticos pelas células-tronco
precisou de maior tempo quando elas foram cultivadas no hidrogel a base de
colageno, sugerindo que a alta viscosidade dessa matriz poderia ter contribuido a
retardar a migracdo celular até as paredes do canal radicular e/ou desacelerar a
difusdo das biomoléculas derivadas da dentina. Concluindo que as propriedades
fisicas da matriz, como a sua viscosidade, possuem um papel importante na

regeneracao pulpar.

A respeito de matrizes soélidas, o primeiro ensaio do comportamento in vivo e in
vitro de células-tronco da polpa dental nestas matrizes foi conduzido por Zang et al.
(2006). Nesse estudo, os autores inocularam as células-tronco em trés diferentes
materiais, a saber: esponja de colageno, cerdmica porosa e malha de titanio fibroso.
No estudo in vitro, as matrizes inoculadas foram cultivadas em meio osteogénico
durante 4 semanas. Posteriormente, as matrizes foram analisadas através de
microscopia eletronica de varredura, e a expressdo de DSPP foi determinada pelo
método de RT-PCR. In vivo, as matrizes inoculadas foram implantadas no dorso de
ratos por 6 e 12 semanas, e analisadas através de microscopia de luz, RT-PCR e
imunohistoquimica. Os autores observaram que, in vitro as células depositaram matriz
extracelular mineralizada abundante, com expressdo de DSPP sem diferenca entre
0Ss materiais empregados. In vivo, observou-se a formacdo de tecido conjuntivo
vascularizado com expresséo positiva de DSPP com neoformacgéo limitada de tecido
mineralizado em todos os materiais implantados. Os autores concluiram que o
comportamento in vivo de DPSC em diferentes materiais de matrizes sélidas deveria
ser mais estudado antes de se considerar possivel a regeneracdo endodontica
utilizando esses materiais. Nesse sentido, Qu et al. (2015), inspirados na estrutura
anatébmica do complexo de dentino-pulpar, onde um tecido rigido (dentina) envolve
um tecido mole (pulpar), se propuseram avaliar se a rigidez da matriz € uma

caracteristica fisica que influencia na diferenciacdo celular. Assim, os autores
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confeccionaram uma matriz a base de nanofibras de gelatina associadas ao fosfato
de B-tricélcio obtida pelo método de congelamento e liofilizagdo. Para modificar a
rigidez da matriz, esta foi reticulada quimicamente com EDC e NHS por 30 minutos, 1
hora ou 4 horas. A caracterizagdo morfolégica da matriz foi realizada através de
microscopia eletrénica de varredura, e o modulo de elasticidade das diferentes areas
da matriz foi determinado através do ensaio mecanico de compressao. Nos estudos
in vitro, células-tronco da polpa dentéaria foram inoculadas sobre a matriz e cultivadas
em meio osteogénico. Apés 2 e 3 dias de cultivo, foram avaliadas a morfologia e a
proliferacdo celular com quantificagdo de DNA atraves de fluorescéncia com Hoechst
33258, respectivamente, e apos 4 semanas, a formagcado de matriz mineralizada pela
coloracdo de von Kossa e a expressao génica de Col-1, OCN, DMP-1, ALP, e DSPP
pelo método de gRT-PCR. Adicionalmente, para o estudo in vivo foram
confeccionadas matrizes de gelatina rigida na periferia e com baixa rigidez ao centro.
ApO6s uma semana de cultivo em meio osteogénico, as matrizes inoculadas com as
células foram implantadas no dorso de ratos imunossuprimidos. Apos 4 semanas, as
matrizes analisadas histologicamente pela coloracdo de hematoxilina e eosina e de
von Kossa, e imunohistoquimicamente pela expressdo de DSPP e Col-1.
Morfologicamente, as matrizes apresentaram uma alta porosidade com tamanho entre
250 e 420 um. A resisténcia mecanica aumentou com o tempo de reticulacdo, assim
as matrizes reticuladas por 30 minutos apresentaram baixa rigidez, as matrizes de 1
hora resultaram em meia rigidez, e as de 4 horas obtiveram alta rigidez. No estudo in
vitro, as células-tronco inoculadas nas matrizes rigidas apresentaram mais
espraiadas, e seu citoesqueleto mais organizado do que quando cultivadas em matriz
com baixa rigidez. As matrizes de alta rigidez promoveram a diferenciacao das células-
tronco para formar tecido mineralizado, e as matrizes de baixa rigidez promoveram
diferenciacao para formar tecido conjuntivo frouxo. In vivo, a neoformacgao de tecido
mineralizado so6 foi observada na periferia altamente rigida da matriz. A parte central
da matriz de baixa rigidez apresentou alta expresséao de Col-1 e neovascularizacao.
A expressao de DSPP foi observada nas células localizadas na interface da matriz
mais rigida e menos rigida. Assim, os autores concluiram que a rigidez da matriz € um

fator fundamental para modular a diferenciagéo das células-tronco da polpa dental.

A comparacdo de matrizes em forma sélida ou de hidrogel foi recentemente

reportada por Yu et al. (2019). Nesse estudo, os autores desenvolveram uma matriz



38

a base de alginato e gelatina empregando o método de bioimpresséo tridimensional.
Para isso, apd6s mistura dos hidrogéis de gelatina e alginato, realizaram a
bioimpressdo obtendo poros uniformes de 400 um. Posteriormente, a matriz foi
reticulada com glutaraldeido e liofilizada. Adicionalmente, foram preparados hidrogéis
a base de gelatina e alginato reticulado com glutaraldeido. In vitro, células-tronco da
polpa dental foram cultivadas em ambas as matrizes, e apds 5 dias, a adeséo e
crescimento celular na superficie das matrizes foram observadas por microscopia
eletrbnica de varredura. A proliferacdo das células-tronco em meio puro ou
condicionado pela matriz foi avaliada através de citometria de fluxo, e o ensaio de
contagem celular Kit-8 em 1, 2 e 5 dias de cultivo. A diferenciacdo das células-tronco
em meio mineralizante puro ou contendo extrato das matrizes foi avaliada aos 14 e 21
dias através da coloracdo com vermelho de alizarina e da fosfatasse alcalina. Os
autores observaram que maior numero de células aderiu e proliferou nas matrizes em
forma sélida que em forma de hidrogéis. O meio condicionado pelas matrizes soélidas
promoveu maior proliferacdo das células-tronco quando comparado ao meio
condicionado pelo hidrogel ou ao meio puro. O extrato de ambas as matrizes
promoveu a diferenciacdo odonto-osteogénica significativamente maior quando foi
empregado o meio mineralizante puro. Os autores concluiram que a matriz a base de
gelatina e alginato em forma sélida obtida pelo método de impressao tridimensional
foi mais adequada que a matriz em forma de hidrogel para a adesédo e proliferacao

celular.

A porosidade das matrizes € uma caracteristica importante porque influencia
diretamente na penetracdo das células e dos vasos sanguineos no seu interior. Assim,
poros pequenos impedem a penetracdo celular e poros grandes inibem a adesao
celular (Garg et al. 2012). O tamanho dos poros € influenciado pelo método de
processamento para a obtengéo das matrizes. O método de automontagem consiste
na organizacdo autbnoma dos componentes em uma estrutura especifica. Esse
meétodo € amplamente empregado para produzir matrizes em forma de gel com base
em peptideos, porém o método n&o permite um controle sobre o tamanho do poro
(Gupte; Ma, 2012). Por outro lado, o método de congelamento e liofilizacdo consiste
na sublimagcdo imediata do solvente empregado para a dissolugdo do material da
matriz. Assim, o solvente congelado € levado diretamente do estado solido ao estado

gasoso pelo aumento do calor e o vacuo gerado na liofilizagdo. Esse método é
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amplamente empregado para a fabricagdo de matrizes sdélidas com poros de
tamanhos diversos e interconectados (Garg et al. 2012). Nesse sentido, O’Brien et al.
(2005) se propuseram estudar a relacdo entre a adesédo, a viabilidade celular e o
tamanho do poro da matriz. Para isso, empregaram células osteogénicas de ratos
cultivadas em quatro tipos de matrizes a base de colageno e glicosaminoglicano com
diferentes tamanhos de poros: 150 pm, 121 pm, 109 pm ou 95,9 um, obtidas pelo
método de congelamento e liofilizacdo. Apos 24 e 48 horas de cultivo, as células
aderidas na matriz foram coradas com azul de tripan e contadas. Os autores
observaram que a fracéo de células viaveis aderidas a matriz diminuiu com o aumento
do tamanho médio dos poros, concluindo que a adesao e proliferacdo celular séo
influenciadas pelas caracteristicas da superficie da matriz. O efeito do tamanho do
poro na adesdo e proliferacdo de células-tronco de origem dentaria ndo tem sido

objeto de estudo.

A reticulacdo € um processo quimico ou fisico que visa unir as moléculas de
um material entre si ou com as moléculas de outro material através do emprego de
sustancias sintéticas ou naturais. Esse processo resulta na modificacdo, das
caracteristicas fisico-quimicas da matriz aumentando sua resisténcia mecéanica e
reduzindo sua taxa de degradacao. O primeiro estudo do emprego de reticulantes para
melhorar a regeneracdo endodontica foi conduzido por Nevins et al. (1980). Nesse
estudo, os autores empregaram glutaraldeido para reticular uma matriz em forma de
hidrogel a base de colageno e fosfato de calcio. A matriz desenvolvida foi injetada em
dentes de macacos parcialmente pulpectomizados. Os animais foram sacrificados em
diferentes tempos experimentais de 3, 4, 5, 6 e 8 meses, e 0s dentes processados e
corados com hematoxilina e eosina e pela técnica de tricdbmo de Masson para analise
histologica. Assim, aos 3 meses, 0S autores observaram a presenca de tecido
conjuntivo vascularizado com areas de tecido semelhante ao cemento e ao 0sSso ao
redor e dentro do hidrogel e na parede dentinaria. Aos 4, 5, 6 e 8 meses o hidrogel foi
progressivamente reabsorvido, e continuou a deposi¢céo de tecido mineralizado. Os
autores concluiram que o substrato tridimensional fibroso cristalino formado pela
reticulacédo do hidrogel de colageno e fosfato de calcio permitiu a migragao celular em
direcéo cervical com deposi¢éo de tecido mineralizado. Mais atualmente, Moura et al.
(2011) avaliaram o efeito da co reticulagdo fisica e quimica nas caracteristicas de

matrizes em forma de hidrogéis a base de quitosana visando a regeneracéo de 0sso.
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Os autores reportaram que a reticulacao fisica com glicerol fosfato resulta em rapida
degradacdo dos hidrogéis, no entanto, a co-reticulagdo da matriz empregrando
genipina como reticulante quimico e glicerol fosfato como reticulante fisico diminui a
taxa de degradacdo de maneira dose depende sem afetar sua biocompatibilidade,
concluindo que quanto maior a concentracdo de genipina menor seri a taxa de
degradagcdo da matriz. Assim, Kwon et al. (2015) propuseram avaliar o efeito da
genipina na viabilidade e diferenciacdo odontoblastica das células-tronco da polpa
dental e seu efeito sobre as propriedades bioldgicas e fisico-quimicas de matrizes de
colageno. Para isso, os autores avaliaram a biocompatibilidade da genipina em
concentragbes de 0,001, 0,01 e 0,1 mmol/l sobre células-tronco da polpa dental
através do ensaio de MTT. O efeito das mesmas concentracdes de genipina na
diferenciacdo odontoblastica foi avaliado através da atividade da fosfatasse alcalina,
RT-PCR, Western blotting e coloracdo com vermelho de alizarina. Como grupo
controle, para todos esses testes in vitro foi empregado meio de cultivo sem adicdo
de genipina. Adicionalmente, a morfologia e a diferenciacdo odontoblastica das
células-tronco semeadas nas matrizes de colageno reticuladas ou ndo com genipina
na concentracdo 0,01 mmol/l foi avaliada apés 3 dias através de MEV e RT-PCR,
respectivamente. A rugosidade das matrizes reticuladas ou nao foi avaliada através
de microscopia de forca atbmica, e suas propriedades mecénicas através do ensaio
de compressdo. Os autores reportaram que a proliferacdo de células-tronco em
presenca das concentracdes de genipina testadas ndo foi estatisticamente diferente
ao grupo controle. A atividade da fosfatasse alcalina, a expressao de marcadores
odontogénicos e a formacao de nédulos de mineralizacdo aumentaram na presenca
da genipina. As células-tronco cultivadas na matriz ndo reticulada de colageno
apresentaram forma esferéide, e na matriz reticulada apresentaram forma espraiada
A proliferacdo e a expressao dos marcadores DSPP e DMP-1 foi estatisticamente
superior nas células cultivadas nas matrizes reticuladas em relacdo as néao
reticuladas. As propriedades mecanicas da matriz de colageno, como resisténcia a
compreensao e rugosidade superficial, foram melhoradas pela reticulagdo. Os autores
concluiram que a melhoria das propriedades mecéanicas da matriz de colageno pela
reticulacdo com genipina desempenhou um papel importante na diferenciacao celular.
Na medicina, Zhang et al. (2016) compararam o emprego de sustancias sintéticas ou
naturais para reticulacdo quimica de matrizes visando a regeneracéo de figado. Para

isso, foram preparadas matrizes a base de quitosana e gelatina empregando como
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reticulante sintético o glutaraldeido ou o EDC, ou empregando a genipina como
reticulante natural. A viabilidade da linhagem celular HepG2 inoculadas nas matrizes
reticuladas com as diferentes sustancias foi avaliada através do ensaio de MTT e
através da quantificacdo de DNA. Adicionalmente, a morfologia dessas células
cultivadas nas matrizes foi avaliada através de microscopia eletrénica de varredura.
Os autores reportaram que a viabilidade celular nas matrizes reticuladas com 1% de
genipina foi significativamente maior que a dos outros grupos. Além disso, as matrizes
reticuladas com genipina permitiram adesao e proliferacdo celular superior que os

reticulantes sintéticos.

Outra caracteristica desejavel das matrizes a serem empregadas ha
regeneracdo do complexo dentino-pulpar é a de permitir o controle das bactérias
residuais presentes no interior do canal radicular de dentes com necrose pulpar onde
seria aplicada a estratégia regenerativa (Galler et al.,, 2011a). Na endodontia
regenerativa, diversos protocolos de desinfeccéo utilizando irrigantes associados a
antibioticos como medicacédo intracanal tém sido propostos, porém, nenhum deles
resulta num ambiente 100% livre de bactérias (Nagata et al., 2014). Assim, com 0
objetivo de determinar o efeito da presenca de bactérias residuais na regeneracao
pulpar, Verma et al. (2017) induziram lesBes periapicais em dentes de furdes, que
tiveram os canais tratados por meio de irrigacdo com hipoclorito de sédio 1,25%,
seguida de pasta triantibidtica por uma semana como medicacdo intracanal.
Posteriormente a esse periodo, os dentes foram irrigados com EDTA 17%, e divididos
em dois grupos segundo a terapia endodontica empregada. No grupo 1, foi realizado
o protocolo de revascularizacdo, e no grupo 2, foi realizado um protocolo de
regeneracdo com células-tronco da polpa dentaria de furbes encapsuladas em
hidrogel de alginato-fibrina-trombina. Depois de 3 meses o0s animais foram
sacrificados, e 0s dentes processados para analise histopatolégica por hematoxilina e
eosina, e histobacteriologica por coloracdo de Brown e Brenn. Assim, foi observado
gue independentemente a terapia empregada, os casos onde foi identificada a
presenca de bactérias residuais apresentaram menor crescimento radicular, menor
deposicao de tecido mineralizado neoformado, além de presenca de areas de necrose
e areas com infiltrado inflamatdrio no interior do canal radicular. Assim, os autores

concluiram que, as bactérias que resistem aos protocolos de desinfeccdo tém um
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efeito negativo na regeneracdo do complexo dentino-pulpar, colocando em risco o
sucesso da terapia endodontica regenerativa.

O efeito do biofilme bacteriano e dos antigenos bacterianos sobre a
diferenciacédo das células-tronco foi avaliado por Vishwanat et al. (2017). Para isso, 0s
autores contaminaram segmentos da regido apical de dentes humanos com E.
faecalis por 30 dias. Apés o periodo de contaminacgéo, os dentes foram submetidos
ao protocolo de desinfeccao que consistia em irrigacdo com hipoclorito de sédio 1,5%,
seguido de EDTA 17% e aplicacao de pasta triantibiética por um periodo de 14 dias.
Entao, a pasta foi removida e o canal novamente irrigado com EDTA 17% seguido de
solucédo salina esterilizada. Posteriormente, o canal foi preenchido com Matrigel
contendo SCAP e incubados em meio osteogénico ou ndo pelo periodo de 4 semanas.
ApGs esse periodo, a quantidade total de RNA foi isolada das SCAP e a andlise da
expressdo génica para marcadores dentinogénicos/ osteogénicos foi realizada pelo
meétodo quantitativo de RT-PCR. Para analisar o efeito dos antigenos bacterianos na
diferenciacdo das SCAP, as células foram cultivadas na presenca ou nao de E.
faecalis inativados ou ndo em meio osteogénico pelo periodo de 4 semanas. Apos, a
formacao de matriz mineralizada foi avaliada pelo método de vermelho de alizarina e
pela atividade da fosfatase alcalina. Os autores observaram que apés o protocolo de
desinfeccdo empregado no estudo, bactérias viaveis foram detectadas pelo método
de cultura bacteriana. Essas bactérias residuais alteraram a expressdo génica das
SCAP resultando na reducao de expressao dos genes DSPP e ALP e no aumento da
expressdo dos genes BSP, OCN, DLX-5 e RUNX2. Além disso, a presenca de
antigenos bacterianos reduziu a capacidade das SCAP de formar depdsitos minerais.
Assim, os autores concluiram que a presenca de bactérias residuais altera a
diferenciacdo das SCAP levando-as a expressdo de um fenotipo osteoblastico, e a
presenca de antigeno bacteriano influencia adversamente o potencial de
diferenciacao de tecidos mineralizados das SCAP. Assim, diante a possibilidade da
presenca de bactérias residuais ap0s os procedimentos de desinfeccdo e 0 seu
impacto negativo na terapia endododntica regenerativa, estudos devem ser conduzidos
para melhorar os protocolos de desinfec¢do atuais sem produzir um impacto negativo

na terapia regenerativa.

No que se refere ao controle de assepsia, uma alternativa pouco explorada pela

literatura é o desenvolvimento de matrizes biofuncionalizadas com subtancias
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apresentando atividade antimicrobiana sem impactar negativamente na adesao,
proliferacdo e diferenciacdo das células-tronco nas matrizes. Nesse sentido,
Chatzistavrou et al. (2014) desenvolveram uma matriz hibrida através da adicao de
particulas sintéticas de biovidro e prata num hidrogel natural obtido a partir da
decelularizacéo da bexiga de porcos. O crescimento bacteriano nos inéculos de E. coli
ou E. faecalis misturados com a matriz foi avaliado pela densidade 6ptica do meio de
cultura apos 12 horas de incubacao e pelo numero de UFC obtido das amostras apés
24 horas de incubacéo. A citotoxicidade das matrizes foi avaliada pela cultura de
células da polpa durante 24 horas em meio condicionado pela matriz. Os autores
observaram que a matriz hibrida desenvolvida inibiu o crescimento bacteriano de
ambas as cepas, e 0 meio condicionado pelas matrizes ndo foi citotoxico para as
células da polpa dentaria. Aspectos relacionados a adesdo, proliferacdo e
diferenciacdo das células da polpa na matriz ndo foram analisados nesse estudo.
Kwon et al. (2017) avaliaram através do teste de difusdo em agar o efeito
antibacteriano de dois reticulantes -10 mmol/l epigallocatechin gallate e de 10 mmol/I
de glutaraldeido, observando que ambas as sustancias produziram halos de inibicao
sem diferenca significante sobre cepas de S. mutans, F. nucleatum ou E. faecalis.
Além disso, avaliaram o efeito citotdéxico produzido pelo contato direto de diferentes
concentracbes de ambas as substancias sobre DPSC através do ensaio de MTT
observando que concentracdes abaixo de 10 mmol/l de Epigallocatechin Gallate ndo
apresentam efeito adverso sobre a viabilidade das DPSC, contrariamente, todas as
concentracbes de glutaraldeido testadas foram citotoxicas, assim como o
Epigallocatechin Gallate numa concentracdo de 100 mmol/l. Finalmente, os autores
compararam matrizes de colageno reticuladas ou ndo com epigallocatechin gallete,
observando que as matrizes reticuladas apresentavam maior namero de DPSC,
favorecendo sua adeséo, proliferacdo e diferenciacdo quando comparadas com as
células cultivadas nas matrizes néo reticuladas de colageno. Assim, o0s autores
concluiram que o epigallocatechin gallate como reticulante melhora as propriedades
fisicas e biolégicas das matrizes de colageno, inferindo que devido a atividade
antimicrobiana apresentada pelo epigallocatechin gallate, as matrizes reticuladas com
essa sustancia também apresentariam atividade antimicrobiana, contudo nesse
estudo nao foi diretamente analisado o efeito antibacteriano das matrizes.
Adicionalmente, os autores ressaltaram a alta toxicidade do glutaraldeido sobre as

células, mesmo em concentracbes minimas. Recentemente, Ducret et al. (2019)
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desenvolveram um hidrogel natural a base de fibrina e quitosana. O efeito
antimicrobiano da adi¢do de quitosana na matriz de fibrina foi avaliado pelo numero
de UFC/ml obtido ap6s incubacéo por 6 horas de 70 ul do hidrogel misturado com 150
pl de inoculo de E. faecalis numa concentragdo aproximada de 2 x 103 UFC/ml. Além
disso, foi avaliada a viabilidade, morfologia e ultraestrutura das DP-MSC nas matrizes
de fibrina ou de fibrina e quitosana através de microscopia de fluorescéncia e de
transmissao. A proliferacdo celular e a producéo de matriz colagenosa das DP-MSC
nas matrizes de fibrina ou de fibrina e quitosana foi avaliada pelo método quantitativo
de RT-PCR e imunohistoquimica. Os autores observaram que a adi¢cao de quitosana
na matriz de fibrina reduz significativamente o nimero de UFC/ml quando comparado
com a matriz de fibrina e com o crescimento bacteriano obtido em auséncia dos
hidrogéis. Por outro lado, a viabilidade celular e a taxa de proliferacdo das DP-MSC
encapsuladas nos hidrogéis de fibrina e de fibrina com quitosana foi similar,
apresentando caracteristicas morfolégicas semelhantes aos fibroblastos, e com
capacidade de producédo de colageno tipo | / lll. Os autores concluiram que a matriz
de fibrina com adicdo de quitosana apresenta atividade antimicrobiana sem alterar as

propriedades regenerativas das matrizes de fibrina.

Como exposto, as caracteristicas morfoldgicas, fisico-quimicas, biologicas e
antimicrobianas das matrizes influenciam no comportamento celular. Ainda as
interacbes entre seus componentes podem refletir em diferentes comportamentos.
Assim, é importante a avaliagdo destas caracteristicas para verificar o potencial da

matriz na regeneracao de determinado tecido.

2.3 MATRIZES TRIDIMENSIONAIS POROSAS A BASE DE QUITOSANA E SUAS
ASSOCIACOES EMPREGADAS NA REGENERACAO ENDODONTICA

A quitosana € um polissacarideo catidénico de natureza hidrofilica obtida a partir
da desacetilacdo alcalina da quitina. O material de origem da quitosana, a quitina, é
um constituinte importante do exoesqueleto de crustaceos, moluscos e insetos.

Quimicamente, a quitosana é composta por unidades de glicosamida e N-acetil
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glicosamida unidas por ligacdes glicosidicas do tipo B(1-4), estrutura quimica similar
aos dos glicasaminoglicanos presentes na matriz extracelular do tecido conjuntivo
(Suh; Matthew, 2000). As solucdes de quitosana apresentam atividade bacteriostatica
sobre um amplo espectro de bactérias gram-positivas e gram-negativas, porém essa
propriedade é influenciada por fatores intrinsecos da quitosana como a fonte de
obtencdo, grau de desacetilacdo, peso molecular, pH e pela sua associagdo com

outras sustancias (Hosseinnejad; Jafari, 2016).

Na engenheira tecidual, as matrizes elaboradas a partir da quitosana, quando
obtidas pelo método de congelamento e liofilizagdo, tém como caracteristicas formar
estruturas solidas porosas interconectadas adotando a forma do recipiente que
continha a solucéo de quitosana antes do congelamento (Madihally: Matthew, 1999).
As matrizes obtidas tém como caracteristica ser biocompativeis e biodegradaveis,
apresentando baixa citotoxicidade e n&do antigénicas nem carcinogénicas, sendo
amplamente aplicadas na regeneracdo de pele, osso, cartilagem, figado, vasos

sanguineos e nervos (kim et al., 2009).

O primeiro estudo relacionado a quitosana para a regeneracao endodontica foi
conduzido por Chen e Fan (2007). Os autores desenvolveram uma matriz
tridimensional porosa composta de quitosana associada com carboximetil celulosa
obtida pelo método de congelamento e liofilizacdo. A caracterizacao morfoldgica das
matrizes foi avaliada por microscopia eletronica de varredura. A adeséo e proliferacao
de células da polpa nas matrizes foi avaliada durante os cinco primeiros dias pelo
ensaio de MTT e no sétimo dia através de microscopia eletrdnica de varredura e
confocal, a expressdo de OM e DSPP nas células inoculadas foi avaliada aos 7 e 14
dias através da técnica de RT-PCR, e a biocompatibilidade das matrizes avaliada
através da sua implantagcdo no dorso de ratos por 4 semanas. Para todos os testes,
matrizes de quitosana sem adi¢ao de carboximetial celulosa elaboradas pela mesma
técnica foram empregadas como controle. Os autores reportaram que a adicdo de
carboximetil celulosa nas matrizes de quitosana diminuiu o tamanho dos poros
aumentando sua interconectividade e porosidade. A degradacdo das matrizes apos
30 dias foi de 1% nas matrizes compostas e de 4% nas matrizes de quitosana pura.
As eletromicrografias obtidas mostraram maior numero células aderidas nas matrizes
compostas em forma de clusters ou dispersas aletoriamente sobre sua superficie.

Além disso, nas matrizes de quitosana pura, as células apresentaram-se
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morfologicamente esféricas, e nas matrizes compostas apresentaram-se espraiadas
com sua morfologia normal semelhante aos fibroblastos. A porcentagem de células
viaveis na matriz composta, assim como a expressdao de OM e DSPP foi
significativamente maior que nas matrizes de quitosana pura. No teste in vivo, ambas
as matrizes se mostraram biocompativeis com presenca de sinais de vascularizagéo,
sendo que a matriz composta apresentou maior infiltracdo de células inespecificas.
Os autores concluiram que a adicdo de carboximetil celulosa nas matrizes de
guitosana melhorou suas caracteristicas como material para ser empregado na
regeneracao endododntica. Posteriormente, Kim et al., (2009) compararam a adeséo,
a proliferacao e a diferenciacdo de DPSC em pocos de cultura celular revestidos com
colageno tipo I, colageno tipo Il, gelatina ou quitosana. A adeséo celular foi avaliada
através de coloracdo com azul de toluidina aos 90 minutos apds sua inoculacao, e a
proliferacao foi avaliada pela densidade obtida apos 0, 10, 20 e 36 horas empregando
sal de tetrazolio soltvel em agua, a diferenciagdo celular precoce foi avaliada através
do ensaio da atividade da fosfatasse alcalina aos sete dias, a diferenciacao
odontogénica foi investigada por meio da analise da expresséo génica de OCN, DSPP
e DMP-1 através da técnica de RT-PCR aos 5, 10, 25 e 20 dias, e a mineralizacdo da
matriz extracelular foi avaliada ap6s 15, 20, 25 e 30 dias através do ensaio de
vermelho de alizarina. Os autores constataram que nao houve diferenca na adeséao,
proliferacéo e diferenciacéo precoce das células inoculadas nos pocos revestidos com
colageno tipo |, tipo Ill e com gelatina, porém, 0s poc¢os revestidos com quitosana
apresentaram niveis significativamente inferiores de adesdo, proliferacdo e
diferenciacdo celular que os outros grupos. A expressado génica nédo foi avaliada
devido a quitosana ter interferido seriamente na atividade da fosfatasse alcalina.
Assim, a expressado de OCM foi significativamente maior nas células inoculadas nos
pocos recobertos com gelatina, e ndo houve diferenca na expressédo de DSPP e DMP-
1 entre os grupos avaliados. N&o foi observada mineralizacdo da matriz extracelular
das células inoculadas nos pocos revestidos com quitosana. A gelatina exibiu menos
depdsitos de calcio que ambos os tipos de colageno. Considerando o conjunto de
resultados, os autores concluiram que a quitosana pura parece ndo ser um ambiente
apropriado para a regeneracdo do complexo dentino-pulpar, sugerindo que
provavelmente isso se deva a sua baixa hidrofilicidade. Esses primeiros trabalhos
mostram que, apesar da alta biocompatibilidade da quitosana, é necessério

desenvolver estratégias para melhorar a adeséo e proliferacdo celular nas matrizes



47

de quitosana, e assim atingir o objetivo da endodontia regenerativa. Nesse sentido,
algumas estratégias tém sido propostas na literatura como altera¢des no processo de
fabricacdo da matriz ou modificacGes da sua superficie pela adicdo de sustancias que
favorecam a adeséao e proliferacdo celular. Guan et al. (2015) propuseram uma nova
estratégia para a fabricagdo de matrizes de quitosana, na qual a quitosana
previamente dissolvida em acido acético foi injetada numa solucéo de hidroxido de
sédio. Com isso, obtiveram-se fibras de quitosana, as quais foram filtradas,
centrifugadas, congeladas, neutralizadas em alcool e finalmente secas a temperatura
ambiente por dois dias. Seguindo esse método de fabricagdo proposto,
confeccionaram-se matrizes contendo 2% ou 3% de quitosana. A caracterizagao
fisico-quimica das matrizes foi realizada pelo ensaio de inchago em SFB e pelo ensaio
de degradacao em lisozima e PBS aos 7, 14 e 21 dias. A caracterizacdo morfologica
foi realizada através microscopia eletrdnica de varredura, a citotoxicidade das
matrizes sob SHED e DPSC foi avaliada pelo teste do extrato, a viabilidade das células
semeadas sobre as matrizes foi avaliada através do ensaio colorimétrico empregando
sal de tetrazdlio, e a morfologia celular através de microscopia eletrdnica de varredura.
Os autores observaram que o tamanho dos poros para as matrizes de 2% e 3% de
quitosana foram em média de 188 pum e 190 um respectivamente. Ndo houve
diferenca na degradacao de ambas as matrizes, sendo esta inferior a 30% apdés 21
dias. Ambas as matrizes confeccionadas ndo foram citotéxicas. A viabilidade celular
foi superior nas matrizes de 2% de quitosana para ambos 0s tipos celulares. As células
apresentaram-se aderidas e espalhadas nas matrizes. Os autores concluiram que o
método de fabricacdo das matrizes de quitosana proposto no estudo foi adequado

para o crescimento das SHED e das DSPC.

Com o objetivo de melhorar a adeséo celular nas matrizes de quitosana,
Asghari Sana et al. (2017) propuseram modificar as caracteristicas de superficie
destas matrizes através da adicdo de RGD ou fibronectina. As matrizes de quitosana
foram fabricadas pelo método de congelamento e liofilizacdo, e a modificacdo de sua
superficie com a sequéncia de peptideos RGD ou com fibronectina foi realizada
atraves da reacao da matriz de quitosana com carbodiimida. A adesao das DPSC nas
matrizes foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura, e a proliferacédo pelo
ensaio colorimétrico PrestoBlue e pela coloragdo por imunofluorescéncia do

citoesqueleto e nucleo celular. Adicionalmente, o potencial de diferenciacdo das
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DPSC nas matrizes de quitosana modificadas com fibronectina foi avaliado através do
método de RT-PCR. Assim, as eletromicrografias obtidas aos 9 dias de cultivo celular
mostraram que as DPSC foram capazes de se aderir a superficie da matriz de
guitosana em forma de esferas, ndo sendo capazes de se espalhar e se proliferar. As
matrizes modificadas com RGD apresentaram maior numero células aderidas, porém,
mantendo a forma de esferas. Nas matrizes modificadas com fibronectina, as células
se encontraram aderidas e espalhadas cobrindo quase toda a superficie da matriz. A
proliferacdo nas matrizes de quitosana foi diminuindo ao longo dos 9 dias de
avaliacao, e aos 5, 7 e 9 dias foi significativamente inferior quando comparado com a
proliferacdo nas matrizes modificadas com fibronectina. A diferenciagdo celular nas
matrizes modificadas com fibronectina mostrou uma diminuicdo na expressdo de
marcadores odontogénicos entre os 14 e 21 dias. Os autores concluiram que a
modificagdo quimica da superficie das matrizes de quitosana influencia fortemente na
adesao e proliferacao celular. Apesar da adigéo de fibronectina na matriz de quitosana
permitir adesdo e proliferacdo celular, esta nao resultou na diferenciacéo
odontogénica das células, sugerindo que seria necessaria a adicdo de sinalizadores

gue promovam a diferenciacao celular.

A natureza catidnica da quitosana Ihe confere a capacidade endbgena de se
ligar a fatores de crescimento permitindo sua liberacédo prolongada. Nesse sentido,
Yang et al. (2012) desenvolveram uma matriz porosa a base de quitosana e colageno
funcionalizada com a adicéo de vetores de plasmideos que codificam o gene do fator
de crescimento BMP-7 através do método de congelamento e liofilizacdo. DPSC foram
inoculadas nas matrizes contendo ou nao o plasmideo. A liberacdo de BMP-7 pelas
células transfectadas pelo plasmideo foi avaliada aos 3, 6, 9, 12, 28 e 24 dias, a
proliferacdo das células nas matrizes foi avaliada aos 1, 4, 8, 16 e 24 dias atraves do
conteudo de DNA, pela atividade da fosfatasse alcalina e o conteddo de calcio, a
adesdo celular nas matrizes foi avaliada através de microscopia eletronica de
varredura aos 4 dias, a expressao génica de OC, DSPP, BSP e DMP-1 foi avaliada
aos 1, 4, 8 e 16 dias através do método de RT-PCR, e para a analise in vivo, as
matrizes foram inoculadas com DPSC, implantadas no dorso de ratos
imunocomprometidos, e apdés 4 semanas retiradas para analise histolégica e
imunohistoquimica. Os autores observaram que as DPSC transfectadas liberaram

BMP-7 durante os 24 dias de cultivo, alcancando o pico maximo de liberagdo aos 9
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dias. As DPSC inoculadas nas matrizes contendo o plasmideo mostraram maior
proliferacdo, caracteristicas morfoldgicas adequadas, assim como, maior contetddo de
calcio, maior atividade da fosfatase alcalina e maior expressdo de genes
odontogénicos que as células inoculadas nas matrizes sem adi¢cao do plasmideo. O
estudo in vivo demostrou a presenca de células transfectadas apos 4 semanas com
maior expressao de DSPP quando comparadas com as matrizes puras. Os autores
concluiram que a matriz de quitosana e colageno carregada do plasmideo de BMP-7
foi eficaz para o transporte e liberacéo controlada do gene resultando na diferenciacéo
odontogénica das DPSC. Bellamy et al. (2016) propuseram como estratégia a
liberacdo controlada de TGF-B1 por meio da incorporacdo de nanoparticulas de
carboximetii a quitosana e gelatina reticuladas quimicamente com N-
hidroxissuccinimida e &acido metanossulfénico. Nesse estudo, as matrizes foram
elaboradas pelo método de congelamento e liofilizacdo, e para incorporacao do TGF-
Bl nas nanoparticulas foi empregado o método de absorcdo, no qual as
nanoparticulas sao ressuspensas numa solucdo contendo o fator de crescimento por
12 horas e posteriormente liofilizadas. Assim, a morfologia das matrizes puras foi
avaliada por microscopia eletronica de varredura, e sua biodegradacéo avaliada por
meio de uma solucdo de PBS com lisozima. Adicionalmente, a ades&o das SCAP nas
matrizes puras foi avaliada por microscopia eletronica de varredura, e a proliferacao
pelo ensaio de live/dead ambas as 24 horas de inoculacdo. Posteriormente, com o
objetivo de avaliar o efeito das matrizes contendo as nanopatrticulas na diferenciacéao
das SCAP, as matrizes foram imersas em solu¢gbes contendo TGF- (1 livre ou
nanoparticulas carregadas ou ndo com TGF- 1 e imediatamente congeladas e
liofilizadas. Esses 3 tipos de matrizes carregadas e a matriz pura foram inoculadas
com SCAP e cultivadas por 14 dias. ApoOs esse periodo, a presenca de marcadores
odontogénicos foi avaliada pelo ensaio de imunofluorescéncia para a deteccao de
DSPP e DMP-1. Os autores constataram que as matrizes puras apresentaram alta
porosidade e taxa de degradacdo de 40% aos 21 dias. As células inoculadas nas
matrizes puras apresentaram morfologia espraiadas e viaveis. As células inoculadas
nas matrizes contendo nanoparticulas carregadas com TGF- B1 apresentaram
expresséo significativamente maior de DSPP e DMP-1 que as células inoculadas nas
matrizes contendo TGF- B1 livre. A expressado desses marcadores foi minima nas
células inoculadas nas matrizes puras ou contendo nanoparticulas sem TGF- 1. Os

autores concluiram que as matrizes a base de quitosana e gelatina apresentam
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potencial para o fornecimento controlado de biomoléculas promovendo a

diferenciacao celular.

Como exposto, a quitosana apresenta caracteristicas promissoras para seu
emprego na regeneracdo endododntica, porém alteragbes na sua estrutura através de
reticulacdo, combinacdo com outras sustancias e adicdo de biomoléculas parecem

ser necessarias para melhorar sua interagcdo com as células-tronco.

2.4. BIOMOLECULAS DA DENTINA HUMANA E REGENERACAO ENDODONTICA

A dentina € um tecido conjuntivo mineralizado secretado pelos odontoblastos
durante a dentinogénese e também apds a erupcdo e completa formacao do dente,
composta por uma matriz mineralizada formada por cristais de hidroxiapatita e pela
fracdo organica ou matriz extracelular que compreende as proteinas colagenas e néo
colagenas (Smith et al., 2012a). Linde (1989) reportaram que a fraccdo mineral da
dentina constitui 70% do seu peso e a matriz organica constitui aproximadamente
20%, desses, em torno de 90% €& composto principalmente por coldgeno Tipo | e uma
pequena fracdo de colageno Tipo Il e V; 10% restante € composto por proteinas ndo
colagenas. Jones e Leaver (1974) se propuseram estudar 0s componentes nao
colagenos da matriz extracelular da dentina humana. Para isso, pé dentina foi
desmineralizado com 10% de EDTA por 8 dias. Entéo, a parte insolavel no &cido foi
digerida com colagenase durante 4 dias. Assim, os componentes ndo colagenos foram
determinados pela técnica de eletroforese em gel e por focalizagéo isoelétrica. Os
autores observaram que a fracdo ndo colagena da dentina humana estava composta
por glicoproteinas anidnicas, glicosaminoglicanos, glicoproteinas e peptideos, embora
seja conhecido que a principal fragdo das proteinas nao colagenas nos animais €
composta por fosfoproteina e sialoproteina dentinaria, identificadas e sequenciadas
geneticamente na dentina humana por Gu et al. (1999) e Gu et al. (2000),
respectivamente. No entanto, a funcéo dessas duas principais proteinas fossilizadas
na dentina humana sobre os processos regenerativos ainda néo foi elucidada (Smith
et al.,2012a).
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Adicionalmente, Thomas e Leaver (1975) identificaram, através do método de
desmineralizacdo e digestdo com colagenase, a presenca de proteinas do plasma,
tais como: albumina sérica, albumina sérica, transferrina e as imunoglobulinas G, A e
M na matriz ndo colagenosa da dentina humana. A presenca de metaloproteinase 2
na forma de zimogeno, precursor enziméatico inativo na matriz organica da dentina de
dentes sadios foi observada por Martin-De Las Heras et al. (2000). Nesse estudo, as
proteinas da matriz dentinaria foram obtidas da desmineralizacdo do pé de dentina
com cloreto de guanidinio por 48 horas, com os residuos de dentina colocados em
solucdo de 0,5 M de EDTA por 96 horas. Apds, os residuos de dentina foram
novamente colocados em cloreto de guanidinio por 72 horas. Em cada etapa da
desmineralizacéo, foram coletadas amostras do sobrenadante. Assim, o0s trés extratos
coletados foram liofilizados e analisados pela técnica de eletroforese em gel. A
deteccdo de atividade gelatinolitica foi realizada através da técnica da zimografia e
Western blotting. Os autores reportaram a presenca de metaloproteinase 2 em todos
os extratos. Sulkala et al. (2002) investigaram a presenca de metaloproteinase 20 em
po de dentina obtido de dentes higidos e com caries. Para isso, 0s autores extrairam
as proteinas do p6 empregando o mesmo método proposto por Martin-De Las Heras
et al. (2000). Posteriormente, a identificacdo da molécula foi realizada através da
técnica de Wester bloting. Os autores reportaram que a metaloproteinase 20 estava
presente da dentina sadia mais ndo na dentina cariada, concluindo que a
metaloproteinase incorporada na dentina durante a dentinogénese pode ser liberada
durante a progressdo de caries. Mazzoni et al. (2007) propuseram determinar a
presenca de metaloproteinase 2 e 9 no pé de dentina. Para isso, os autores
desmineralizaram por 24 horas quantidades iguais de p6 de dentina em 4 diferentes
tipos de solugdes, a saber: acido acético 0,78 M pH=2,3, acido citrico 0,26 M pH=2,3,
EDTA 0,5 M pH=6,4 ou EGTA 0,5M pH=6,4. Posteriormente, as amostras foram
ressuspendidas em buffer, e colocadas ou ndo em cuba ultrassénica por 30 segundos.
Apds, as proteinas foram precipitadas em sulfato de amoénia, centrifugadas e
dialisadas. Amostras foram obtidas durante as diversas etapas da extragao para sua
analise pela técnica da zimografia. Os autores reportaram a presenca dos zimdégenos
da metaloproteinase 2 e 9 nos extratos de acido citrico, acido acético e EDTA. A
presenca dessas moléculas foi maior apos a ultrassonicacdo. Ndo houve diferenca na

guantidade de ambas metaloproteinases entre extrato de acido citrico e de acido
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acético. Ambos os extratos apresentaram quantidades significativamente maior de
metaloproteinases que o extrato de EDTA.

Os fatores de crescimento sdo um grupo de proteinas e peptideos que
transmitem sinais entre as células estimulando ou inibindo seu crescimento e
modulando sua diferenciagéo celular. A presenca dessas moléculas bioativas tem sido
identificada em pequenas quantidades na fracdo organica nao colagenosa da matriz
dentinaria, onde se encontram imobilizadas e protegidas através da sua intera¢cdo com
outras moléculas e pela matriz mineralizada, através do emprego de sustancias acidas
e posterior digestdo enzimatica (Smith, 2003). Os primeiros fatores de crescimento
identificado e quantificados da dentina humana foram reportados por Finkelman et al.
(1990). Nesse estudo, os autores desmineralizaram o p6é de dentina de dentes
humanos em solucédo de cloridrato de guanidina 4 M contendo inibidores de protease
por 4 dias. Posteriormente, as particulas foram dialisadas em solu¢éo de cloridrato de
guanidina 4 M, EDTA 20 % e inibidores de protease por 28 dias. Apds, as amostras
foram dessalinizadas por dialise muna solucéo de acido acético 20 mM por 7 dias.
Finalmente, foram centrifugadas, e o sobrenadante foi concentrado por filtragéo e
liofilizado. A concentracao total de proteinas nas amostras foi determinada pelo ensaio
colorimétrico de ligacdo na proteina. A presenca e quantificacdo do fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 foi determinado por radioimunoensaio, e do
fator de crescimento esquelético/fator de crescimento semelhante & insulina tipo 1 foi
determinado pelo ensaio de radiorreceptor e o fator de transformacao do crescimento
beta foi determinado pelo ensaio biolégico. Assim, os fatores de crescimento
estudados foram encontrados na dentina nas concentracfes de 0,06 ng/ug de IGF-1,
0,52 ng/ug de SGF/IGF-2 e 0,017 de TGF-B. Diante da descoberta desses fatores na
matriz organica da dentina humana, os autores especularam que esses fatores de
crescimento poderiam estimular os odontoblastos a depositar dentina terciaria diante
0 avanco da cérie dental. Bessho et al. (1991) extrairam e purificaram a proteina
morfogénica do osso a partir de pé de dentina de dentes humanos recém extraidos.
Para isso, o p6 foi desmineralizado em acido cloridrico durante 72 horas.
Posteriormente, foi tratado com cloreto de calcio por 24 horas, seguido de EDTA por
4 horas e finalmente com cloreto de litio por 24 horas. Apés, o p6 desmineralizado foi
suspendido em cloreto de guanidina por 96 horas. O extrato foi centrifugado e o

sobrenadante foi concentrado por ultrafiltrado, dialisado e liofilizado. Posteriormente,
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foi purificado por cromatografia liquida. A atividade morfogénica 0ssea das amostras
obtidas durante as etapas do processo de extracdo foi avaliada através do implante
das amostras no musculo de ratos por trés semanas. Apd0s, 0s amimais foram
sacrificados e area do implante processada para analise histologica e determinacao
da atividade da fosfatasse alcalina. Os autores reportaram que a proteina morfogénica
do osso obtida da matriz organica da dentina humana possui peso molecular inferior
ao extraido da matriz organica de outras espécies, e superior ao extraido do 0sso. A
atividade morfogénica 0ssea foi detectada histologicamente na fracao insolavel em
agua da matriz organica da dentina humana. As outras fracces obtidas no processo
de purificacdo ndo induziram a formacdo de osso. Os autores concluiram que a
proteina morfogénica 6ssea obtida da matriz organica da dentina humana é similar a
proteina morfogénica Ossea presente no 0sso, porém sua fracdo purificada é
altamente soltvel in vivo, sendo necessario o emprego de uma matriz de transporte
para seu uso clinico. Roberts-Clark e Smith (2000) identificaram fatores de
crescimento angiogénicos na matriz organica da dentina humana. Para isso, 0s
autores desmineralizaram particulas de dentina de 0,5-1 mm em solucdo de EDTA
10% com inibidores de protease. Posteriormente, o extrato foi dialisado e liofilizado.
Os residuos insolUveis apés a extracdo em EDTA foram lavados e incubados em
colagenase ou condroitinase por 7 dias. Apds, o extrato foi centrifugado e o
sobrenadante foi dialisado e liofilizado. A presenca do fator de crescimento de
fibroblasto basico, fator de crescimento do endotélio vascular, fator de crescimento da
placenta, fator de crescimento derivado de plaguetas e o fator de crescimento
epidérmico foi determinada pelo ensaio quantitativo de ELISA para citocinas. Os
autores reportaram que na fracdo soluvel em EDTA foram identificadas grandes
guantidades de PDGF-AB em média de 570 pg/ml e quantidades de FGF2, VEGF e
PIGF em média de 40, 63, 24 pg/ml respectivamente. A distribuicdo dos fatores de
crescimento foi igual na fracdo obtida pela colagenase e pela condroitinase. Nessa
fracéo, foi detectada baixa quantidade de PDGF-AB, néo foram detectados o FGF2 e
PIGF e a concentracdo de VEGF foi similar a fracdo soluvel em EDTA. Baixa
guantidade de VEGF, em média de 1 pg/ml, foram detectadas em ambas as fracdes.
Os autores concluiram que a matriz organica da dentina humana contém fatores de
crescimento antigénicos, sugerindo que a liberacdo desses fatores pode explicar o
aumento da antigénese observada nos locais de reparacdo do complexo dentino-

pulpar. Thomson et al. (2013) identificaram a presenca do fator de crescimento do
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hepatdcito através do ensaio de ELISA na fracao solivel em EDTA da matriz organica
da dentina humana. Adicionalmente, o efeito quimiotaxico do HGF recombinante em
células da polpa dental de ratos foi avaliado pelo ensaio de migracdo celular no
transwells, e a proliferacéo celular e a indugéo de mineralizagéo na presenca do HGF
foi avaliada pelo ensaio de WST-1 e pelo ensaio de vermelho de alizarina,
respectivamente. Os autores reportaram que o HGF mostrou efeito quimiotaxico sobre
as células. Concentracdes de 5 a 20 ng/ml HGF favoreceram a proliferacéo celular e
induziram as células a formar cristais de mineralizacdo em forma dose dependente.
Os autores concluiram que HGF é importante para os processos de reparacdo do
complexo dentino-pulpar, destacando seu potencial para recrutar células progenitoras
durante a reparacdo tecidual. Ducan et al. (2017) compararam os fatores de
crescimento extraidos por desmineralizacdo da matriz organica da dentina humana
com EDTA 10% ou com um dos seguintes &cidos orgéanicos inibidores de histona de
acetilase, a saber: acido valpréico, tricostatina A ou &cido hidroxamico suberoilanilida.
Para isso, po de dentina de 60 um de diametro foram desmineralizadas com essas
solucdes por 14 dias em presenca de inibidores de protease. Apds, os extratos foram
dialisados, liofilizados e analisados pela técnica quantitativa de ELISA no formato de
sanduiche para a deteccédo de 40 fatores de crescimento. Os autores reportaram que
todos os extratos tinham a presenca de fatores de crescimento com atividade
neurogénica, a saber: fator neurotrofico derivado do cérebro, receptor do fator de
crescimento epidérmico, fator de diferenciacédo de crescimento 15 e fator neurotroéfico
derivado de linhagem de célula glial. Além desses fatores, também foram identificados
em todos o0s extratos os seguintes fatores de crescimento: IGFBP-1, IGFBP-2, IGF-1,
INS, TGF-B1, HGF, PIGF, PDGFAA, VEGF-A, FGF-7, SCF-R e FGF-2. A liberacdo de
TGF- B1, PDGF-AA, VEGF-A foi significativamente menor nas amostras
desmineralizadas com inibidores de histona de acetilase que nas amostras
desmineralizadas com EDTA. A liberacdo de GDF-15, IGF-1, EGFR-1, NGFR, BDNF
e SCF-R foi significativamente maior nos extratos de inibidores de histona de acetilase
gue nos extratos de EDTA. A presenca de metaloproteinase-9 foi significativamente
maior no extrato de EDTA e de acido valproico comparado com o extrato de
tricostatina A. Os autores concluiram que os inibidores de histona de acetilase e 0
EDTA extraem uma ampla gama de fatores de crescimento da matriz organica da

dentina humana, porém com perfis proteicos diferentes.
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Varias propriedades bioativas da dentina tém sido reportadas. Vidair e Butcher
(1955) foram os primeiros em reportar a capacidade indutora de dentina para a
formacdo de osso. Nesse estudo, os autores removeram a polpa de dentes de
macacos, e realizaram irrigacdo com formalina 10% apds da instrumentacao
mecanica, e preencheram o terco cervical do canal com guta-percha. Apés 74 dias,
observaram tecido ostedide ao redor de raspas de dentina provenientes da
instrumentacdo ndo removidas do interior do canal. Machado (1992) conduziu uma
revisdo de literatura sobre a capacidade indutora da dentina na formacao de tecidos
duros. Baseado no reportado pela literatura, o autor concluiu que a dentina pode
induzir a neoformacéo de cartilagem ou 0sso, e que essa habilidade € influenciada
pela origem, pelo processo de descalcificacdo e pela area de implantacdo da dentina.
No que se refere ao tratamento endodontico, o autor reportou que o emprego de
raspas de dentina como tamp&ao apical na obturacéo de canais radiculares parece nao
interferir com o processo de reparacéo apical. Assim, o autor sugere que o uso de
dentina adequadamente tratada, liofilizada, esterilizada e em forma de geleia poderia
apresentar resultados favoraveis na terapia endodontica. A capacidade de
osteoinducdo da dentina humana foi avaliada por Machado et al. (2006). Nesse
estudo, fragmentos de dentina humana foram desmineralizados com acido cloridrico
0,6 mols/l por 48 horas. ApOs esse periodo os fragmentos foram lavados com
abundante solucdo salina e finalmente esterilizados com Oxido de etileno.
Posteriormente, os fragmentos foram implantados no musculo de ratos.
Adicionalmente, também foram implantados fragmentos de dentina néo
desmineralizados nem esterilizados, e osso liofilizado previamente reidratado com
solucéo salina. Apos 7, 15, 30, 60, 120 e 180 dias, os animais foram sacrificados e a
area dos implantes foi retirada para seu processamento e analise histoldgica pela
coloracdo com hematoxilina eeosina e tricomo de Masson. Os autores reportaram que
os fragmentos de dentina desmineralizados e esterilizados apés 180 dias foram
reabsorvidos e substituidos por tecido conectivo rico em fibroblastos sem sinais de
inflamacé@o e com &reas sugestivas de calcificacdo. Os fragmentos de dentina sem
tratamento prévio apos 180 dias se encontravam rodeados por numerosas células
inflamatorias. O o0sso liofilizado apresentou sinais de calcificacdo aos 180 dias. Os
autores concluiram que a dentina humana esterilizada apresenta capacidade
osteoindutora sugerindo que essa capacidade se deve aos componentes da matriz

organica da dentina humana.
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No que se refere a reparagdo do complexo dentino-pulpar, Smith et al. (1990)
propuseram avaliar a capacidade dentinogénica reparadora das proteinas nao
colagenosas contidas na matriz organica da matriz dentinaria. Para tal, a fracao
soluvel em EDTA foi obtida apés desmineralizacdo de po de dentina de dentes de
coelho numa solugcédo de EDTA 10% contendo inibidores de protease por 7 dias. Apos,
o sobrenadante foi coletado, dialisado por véarios dias e finalmente liofilizado. Os
residuos insolluveis em EDTA foram coletados e lavados com agua destilada.
Posteriormente, as proteinas foram extraidas por digestdo com colagenase por 5 dias.
A cada dia, o sobrenadante foi coletado, centrifugado, dialisado e finalmente
liofilizado. Ambas as fracdes liofilizadas foram implantadas em contado direto com a
polpa em cavidades realizadas em dentes furdes. Apos 14 e 28 dias, os dentes foram
processados para analise histologica pela coloracdo com hematoxilina e eosina. Os
autores observaram evidéncia de dentina tubular ao longo das paredes da exposi¢cao
e no fundo da cavidade. Presenca de colunas de células semelhantes a odontoblastos
foi observada segregando dentina tubular em direta associacdo com a dentina da
cavidade. Os autores concluiram que as proteinas ndo colagenosas da matriz
dentinaria apresentam propriedades morfogénicas evidenciadas pela neoformacéao in
vivo de dentina reparativa. Posteriormente, com o objetivo de avaliar a influéncia do
substrato na imobilizacdo das proteinas nao colagenas da matriz organica da dentina,
Smith et al. (1995) implantaram membranas de nitrocelulose ou a base de celulose
nitrato acetado (Millipore) em cavidades realizadas em dentes furbes. Previamente,
as membranas foram imersas em extrato de proteinas sollveis e ndo solluveis em
EDTA obtidas pelo método proposto por Smith et al. (1990). Apos 14 e 28 dias, os
animais foram sacrificados, e os dentes processados para analise histolégica pela
coloragdo com hematoxilina e eosina. Os autores ndo observaram evidéncias de
reparacdo em nenhum dos tempos experimentais para ambas as membranas.
Quando foram empregadas membranas de nitrocelulose, observaram-se areas de
reabsorcdo dentinaria associadas com células gigantes multinucleadas e células
semelhantes aos osteoclastos, além de areas de inflamacg&o, caracteristicas de
reacdo de corpo estranho. As membranas a base de celulose nitrato acetado nao
apresentaram sinais de reabsor¢ao ou inflamacéo nem reacao de corpo estranho. Os
autores concluiram que a existéncia da fracdo insoluvel da dentina é importante

durante a formacao de dentina reparadora servindo de substrato para a imobilizagao
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e potenciacdo da atividade dos fatores crescimento presente no extrato da fracao
organica da dentina.

Salehi et al. (2016) avaliaram o efeito dos extratos da matriz organica da dentina
humana na proliferacéo e na mineralizacdo de células indiferenciadas da polpa dental
e de células semelhantes aos odontoblastos de camundongos. Para tal, particulas de
dentina humana foram desmineralizadas com EDTA ou acido fosforico com diferentes
pH, a saber: 1,3 e 5 por 7 dias. Posteriormente, o extrato foi dialisado e liofilizado. O
efeito do meio condicionado pelos extratos na concentracgao de 0,01, 0,1, 1 e 10 pg/ml
sobre a proliferagéo celular foi avaliado aos 3, 5 e 7 dias pelo ensaio de Alamar Blue,
e a formacao de cristais de mineralizacdo pelas células aos 14 dias foi avaliado pela
coloracdo com vermelho de alizarina. Os autores reportaram que tanto a proliferacao
como a mineralizagcdo de ambas as linhagens celulares quando cultivadas com os
extratos de EDTA e de &cido fosférico pH=3, 5 e 7 numa concentracéo de 10 pg/ml foi
significativamente maior que quando cultivadas no meio sem adi¢cdo do extrato. Os
autores concluiram que as proteinas da matriz organica da dentina podem ser
liberadas por diferentes acidos com diferentes pH, sugerindo que essas moléculas
liberadas poderiam contribuir com o processo de reparacao do dente. Recentemente,
o efeito da combinacédo de lipopolissacarideo com extrato de proteinas solUveis em
EDTA da matriz organica da dentina humana foi avaliado por Widbiller et al. (2018c).
Para tal, as células-tronco foram cultivadas em meio suplementado com diferentes
concentracdes de lipopolissacarideo ou de extrato ou com a combinacdo de ambos.
O extrato foi obtido pelo método proposto previamente por Widbiller et al. (2018a) na
resposta inflamatéria e na regeneracdo de células-tronco da polpa dentaria. A
vitalidade celular foi avaliada através do ensaio de MTT aos 1, 2 e 7 dias. A expressao
de marcadores de mineralizacao foi avaliada através de RT-PCR aos 2 e 21 dias. Os
autores reportaram que o lipopolissacarideo nao interfere com a viabilidade das
células, porém interfere na expressao de marcadores odontoblasticos. A resposta
inflamatoria foi avaliada através da secrecéo de interleucina-6 quantificada pelo teste
de ELISA em 24 horas e aos 7 dias. Os autores constataram que o lipopolissacarideo
causa aumento da producédo de interleucina-6 aos 7 dias. Aléem disso, 0 extrato
produziu aumento da citocina em 24 horas, porém voltando aos niveis basais aos 7
dias. A associagdo de lipopolissacarideo ao extrato resultou no aumento da citocina

em 24 horas, porém aos 7 dias o extrato impediu a secrecdo da citocina induzida pela
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lipopolissacarideo. Os autores concluiram que as proteinas da matriz organica da
dentina atenuam o impacto negativo do lipopolissacarideo nas células,
desempenhando assim, um papel importante para a reparacao natural do complexo

dentino-pulpar.

Além das propriedades bioativas dos extratos da matriz organica da dentina
humana, Smith et al. (2012b) reportaram que os componentes desta apresentam
atividade antimicrobiana. Nesse estudo, os autores desmineralizaram p6 de dentina
humana com particulas inferiores a 60 um em solucdo de EDTA 10% com inibidores
de protease por 14 dias. Posteriormente, o extrato obtido foi dialisado, liofilizado, e
solubilizado em solucdes de sulfato de aménia 30, 50, 70 ou 90 % resultando na
precipitacdo das proteinas. Apos centrifugacdo dos novos extratos, o pellet obtido foi
dializado em &gua e liofilizado, resultando na obtencdo de 4 diferentes fractes
proteicas da matriz. A atividade antimicrobiana dos extratos obtidos foi avaliada sobre
as cepas bactérias de S. mutans, S. oralis e E. faecalis. Para isso, diferentes
guantidades dos extratos liofilizados foram acrescidas a 100 pul de TSB contendo
individualmente cada cepa bacteriana na concentracdo de 2 x 105 UFC/ml. O
crescimento bacteriano apés 24 horas foi avaliado pela turbidez do meio medida a 570
nm em espectrofotdmetro. Adicionalmente, para determinar se o efeito dos extratos
era bacteriostatico ou bactericida, apds 24 horas de cultura nas solu¢des contendo os
extratos, as bactérias foram isoladas por centrifugacao, ressuspendidas em TSB nao
suplementado com os extratos e cultivadas por mais 24 horas. Posteriormente, a
guantidade de bactéria foi determinada pela turbidez do meio. Ainda, a citotoxicidade
dos extratos foi testada sobre células da polpa dental de ratos, determinada pela
absorbancia do meio apods 48 horas de cultura celular em meio acrescido com
diferentes concentracdes dos extratos liofilizados. Os autores reportaram que
concentracOes de 1,5 e 10 pg/ml dos extratos reduziram o crescimento bacteriano de
todas as cepas testadas, sendo a reducdo do crescimento de S. mutans
estatisticamente significante. Todas as fracdes obtidas apds precipitacdo das
proteinas com sulfato de aménia apresentaram reducao significativa do crescimento
bacteriano quando comparada ao crescimento no meio néo suplementado para todas
as cepas bacterianas avaliadas. Crescimento bacteriano foi observado apdés
suspensdao das bactérias em TSB nao suplementado, o que sugere gue 0s extratos

testados apresentam efeito bacteriostatico em vez de bactericida. Nao foi observado
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efeito citotoxico das concentracfes do extrato que previamente apresentaram
atividade antimicrobiana. Os autores concluiram que a matriz organica da dentina
humana apresenta atividade bacteriostatica, sugerindo que essa atividade pode
ocorrer devido a presenca de peptideos antimicrobianos naturais como a
adrenomedulina presente na matriz organica da dentina, e que a liberagdo dessas
moléculas pode contribuir com as respostas de defesa do complexo dentino-pulpar

frente a um agente agressor como a carie.

No que se refere a regeneracéo endodoéntica, Galler et al. (2011b) propuseram
avaliar a influéncia do pré condicionamento da dentina no comportamento celular.
Para isso, foram implantados no tecido subcutaneo de ratos imunossuprimidos,
cilindros de dentina com diferentes tratamentos, a saber: tratados com hipoclorito de
sédio 5,25% e preenchidos com hidrogel a base de peptideos de automontagem,
tratados com hipoclorito de sodio e preenchidos com hidrogel carregado com células-
tronco da polpa dental e com VEGF, TGF-b1l e FGF2, ou tratados com hipoclorito de
sédio seguido de irrigacdo com final com EDTA 17% e preenchido com hidrogel
carregado das mesmas células-tronco e fatores de crescimento. Apds 6 semanas, 0s
aninais foram sacrificados e os implantes retirados para sua analise histolégica pela
coloracdo de hematoxilina e eosina e tricomo de Masson, e pela marcacéo
imunohistoquimica para a deteccdo de fosfatasse acido resistente ao tartarato e de
DSP. Os autores reportaram que no cilindro preenchido somente com o hidrogel nao
foi observada migragéo celular no seu interior. Contrariamente, o interior do cilindro
estava preenchido por tecido conjuntivo vascularizado com presenca de células
semelhantes aos fibroblastos nos grupos onde o hidrogel foi carregado com células-
tronco. Os grupos onde o cilindro foi tratado somente com hipoclorito de sédio, as
células em contato com a dentina apresentaram um fendtipo semelhante aos
odontoclastos, observando-se areas de reabsorcao. Nos cilindros onde foi empregada
a irrigacao adicional com EDTA, as células encontravam-se em intimo contato com a
dentina apresentando um fendtipo semelhante aos odontoblastos. Os autores
concluiram que o condicionamento dentinario influencia no fenotipo das células-
tronco, sugerindo o emprego de EDTA como irrigacdo final nos protocolos de
regeneracao. Posteriormente, Galler et al. (2015) compararam a liberacdo de TGF-1,
VGF-2 e VGEF em cilindros de dentina ap0s da irrigagdo com diferentes sustancias

desinfetantes e preenchimento com varias medicac¢des intracanais propostas nos
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protocolos de revascularizagdo endodontica. Os autores reportaram que 0 emprego
de hipoclorito de sodio ou de antibidticos reduz a liberagdo de fatores de crescimento,
e 0 emprego de EDTA ou de hidréxido de célcio aumenta a liberacdo desses fatores.
A clorexidina empregada como irrigacdo ou como medicacdo ndo afetou a liberacéo
de fatores da matriz organica dos cilindros de dentina. Os autores concluiram que o
emprego de solugcdes e medicacgdes pode atenuar ou amplificar a liberagéo dos fatores
de crescimento contidos na matriz organica da dentina humana. Widbiller et al. (2017)
avaliaram o efeito da ativacao ultrassénica dos irrigantes na liberacdo de TGF-B1 da
matriz organica da dentina. Para isso, discos de dentina humana e canais de dentes
humanos instrumentados foram irrigados com EDTA 17% ou PBS em agitacao
ultrassonica ou ndo. Apds, a solucdes de irrigacao foram coletadas, e a quantidade
de TGFB-1 presente foi determinada pela técnica de ELISA. Os autores reportaram
gue tanto os discos como os canais irrigados com PBS nao liberaram TGFf-1 mesmo
com ativacéao ultrassoénica. No entanto, em ambos, a irrigacdo com EDTA resultou na
liberacdo de TGFB-1, sendo esta liberacdo aumentada apds ativacao ultrassoénica. Foi
possivel detectar a presenca do fator de crescimento no PBS empregado como
irrigacédo final ap6s do condicionamento do canal com EDTA ativado com ultrassom.
O maior valor de TGFB-1 detectado no canal radicular foi no grupo irrigado com EDTA
por 3 minutos com ativacao ultrassénica. Os autores concluiram que a liberacdo de
fatores de crescimento da matriz organica da dentina humana é aumentada pela

ativacao ultrassonica do EDTA.

A capacidade angiogénica dos componentes da matriz organica da dentina
humana foi avaliada por Zhang et al. (2011). Para tal, p6 de dentina foi
desmineralizada por 7 dias numa solucdo de EDTA 10% com inibidores de protease.
Apos, o extrato foi dialisado em agua destilada e liofilizado. Posteriormente, o efeito
angiogénico do extrato liofilizado em concentragdes de 0,0001 mg/ml a 5 mg/ml foi
avaliado sobre a cocultura de células endoteliais e células intersticiais. Como controle
positivo foi empregado VEGF reconbinante. Apoés 9 dias de cultura, a formacéao de
capilares foi visualizada pela marcacéo imunohistoquimica para marcador endotelial
CD31 e fator de von Willebrand. O efeito do extrato nas concentracdes de 0,0001
mg/ml a 1 mg/ml sobre a proliferacdo de células endoteliais da veia umbilical humana
foi avaliado durante 8 dias pela contagem celular diaria com azul de tripam em

comparacao com a proliferacdo celular na auséncia do extrato. A expressao génica
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de VEGF e VEGF-R2 nas células cultivadas com ou sem o extrato foi determinada
pelo método semi-quantitativo de PCR. Os autores observaram que concentragfes do
extrato inferiores a 0,01 mg/ml promoveram a angiogénese, ao contrario, as
concentracdes superiores a 0,1 mg/ml do extrato apresentaram um efeito inibitério. O
mesmo efeito foi observado na expressao génica das células cultivadas. A proliferacédo
das células foi estimulada por concentracdes inferiores a 0,1 mg/ml do extrato e
inibidas nas concentracdes superiores a 1 mg/ml. Os autores concluiram que o efeito
pré-angiogénico das proteinas da matriz organica da dentina humana € dose
dependente sugerindo que na dose adequada, essas biomoléculas podem favorecer

a revascularizagdo na regeneragéo pulpar.

Diante da possibilidade de liberac&o das biomoléculas pela acao dos acidos da
carie ou acdo de substancias e medicamentos empregados na terapia endoddntica
regenerativa, Aubeux et al. (2016) se propuseram investigar a capacidade da matriz
em forma de hidrogel a base de hidroxipropilmetilcelulose silatada na liberacédo de
proteinas do p6 de dentina. Primeiramente, os autores avaliaram o efeito do tamanho
da particula de p6 de dentina na liberacéo de proteinas. Para isso, fatias de dentina
humana foram moidas num moinho de zirc6nia para obter dois tamanhos de particulas
de po diferentes, a saber: maior de 50 um e menor de 50 um. Posteriormente, 0s pés
obtidos foram suspendidos individualmente numa solucdo de EDTA 10% com
inibidores de protease por 12 dias. O sobrenadante foi coletado a cada dia, e a
quantidade de proteinas liberadas na solucdo foi determinada pelo ensaio de
proteinas totais. Nessa primeira parte do estudo, os autores observaram que a
liberacdo de proteinas foi maior nas primeiras 24 horas diminuindo com o decorrer do
tempo. O p6 de dentina com particulas menores de 50 um liberou em média de 189,1
pg/ml de proteinas, e 0 po de dentina com particulas maiores a 50 um liberou em
média de 144.5 pug/ml observando uma correlagdo entre o tamanho da particula e a
quantidade de proteinas liberadas na solu¢do. Assim, concluiram que quanto mais
fino for o p6 maior quantidade de proteinas € liberada. Na segunda parte do estudo,
0os autores avaliaram a liberacdo de proteinas de matrizes de
hidroxipropilmetilcelulose silatada com diferentes concentra¢des de p6 de dentina com
tamanho inferior a 50 um, a saber: 50, 100 e 150 mg/ml variando o tempo da
reticulagdo, a ordem de incorporagéo dos elementos e o pH inicial da matriz. Assim

obtiveram doze diferentes matrizes, as quais foram colocadas em PBS por 30 dias. A
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quantidade de proteinas liberadas pelas matrizes na solucao de PBS foi avaliada em
1, 2,7, 14, e 30 dias pelo ensaio de proteinas totais. Nessa segunda parte do estudo,
0S autores observaram que a matriz composta por 150 mg/ml de p6 de dentina sem
adicdo de buffer acido liberou uma quantidade significativamente maior de proteinas
gue as outras composi¢coes avaliadas, sendo a maior concentracdo atingida aos 30
dias em média de 198,6 pg/ml de proteinas. Assim, nessa segunda parte do estudo,
os autores concluiram o pH acido da matriz permitiu a sua reticulacdo com o pé de
dentina e a liberacdo de proteinas, quanto maior a quantidade de pé incorporado na
matriz maior foi a liberacdo de proteinas. Na terceira parte do estudo, os autores
avaliaram pelo ensaio de ELISA a liberagdo de TGFB-1 na sua forma ativa e inativa
de matrizes contendo 150 mg de p6 de dentina em 1, 3, 5 e 14 dias. Os autores
observaram que a matriz foi capaz de liberar ambas as formas de TGF{-1 contido no
p6 de dentina, onde essa liberacdo comecou desde o primeiro dia e foi maior aos 14
dias com média de 98.81 pg/ml. A quantidade de TGFB-1 representou o 0,03% do
total de proteinas liberadas pela matriz. Assim, os autores concluiram que a matriz a
base de hidroxipropilmetilcelulose silatada foi capaz de extrair as proteinas da matriz

organica do po de dentina.

Widbiller et al. (2018a) propuseram um novo método para extrair e concentrar
as proteinas da matriz organica da dentina, e avaliaram o efeito do extrato obtido sobre
0 comportamento de células-tronco da polpa dental. O método proposto no estudo
consistiu em desmineralizar pé de dentina em uma solucdo de EDTA 10% por 30
minutos em rotacdo constante. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado,
filtrado, e as proteinas soliveis no EDTA foram concentradas por centrifugacéo e
suspendidas em PBS. O procedimento de centrifugacdo e ressuspensdo em PBS
foram repetidos varias vezes para substituir o EDTA pelo PBS no extrato final. O
extrato obtido foi caracterizado pelo ensaio de proteinas totais atraveés da reacdo com
0 acido bicinconinico e a quantidade de TGFB-1, BMP-2 e VEGF foram determinadas
pela técnica de ELISA. Posteriormente, o efeito do meio condicionado com o extrato
sobre a viabilidade das células-tronco foi avaliadoem 1, 3, 4, 5, 7, 14 e 21 dias atraveés
do ensaio de MTT, e a proliferacéo pelo ensaio de CyQuanta. A apoptose celular foi
determinada por citometria de fluxo. O efeito quimiotaxico do extrato sobre as células
foi avaliado pelo ensaio de camera de Boyden. A expressdo génica odontoblastica

das células cultivadas com o extrato foi avaliado por RC-PCR, e a capacidade de
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inducédo de mineralizagéo foi avaliada pelo ensaio de coloracdo com vermelho de
alizarina. Para todos os testes, foi empregado meio condicionado com TGFf(-1
recombinante e meio acrescido com 1% de SBF como comparacdo. Os autores
reportaram que o extrato obtido no estudo apresentou quantidade de proteinas no
intervalo de 3000 a 4100 ug/ml com quantidades de TGF3-1, BMP-2 e VGEF em
média de 16,3, 0,2 e 0,1 pg/ml respectivamente. Concentracdes altas de 1000 e 500
pg/ml de TGFB-1 no extrato apresentaram efeito anti-proliferativo sem afetar a
viabilidade celular. Concentracfes inferiores a 200 pg/ml de TGFB-1 no extrato nao
afetaram significativamente a proliferacdo celular quando comparado com o0s
controles. O efeito apoptotico do extrato sobre as células ndo foi significante para
todas as concentracoes testadas. Concentracdes de 10 pg/ml de TGFB-1 no extrato
nao apresentaram efeito quimiotaxico, porém concentracdes altas de 1000 pg/ml de
TGFB-1 apresentaram efeito quimiotédxico sem diferenca significativa com a mesma
concentracdo de TGFB-1 recombinante. As células-troncos cultivadas no meio
condicionado com o0 extrato apresentaram expressdo génica positiva para DSPP,
DMP-1, OPM e COM, além de apresentar sinais de calcificacdo. Os autores
concluiram que o extrato das proteinas soliveis em EDTA da matriz organica da
dentina estimula a quimiotaxia, diferenciacdo e mineralizacdo das células-tronco da
polpa dental sem afetar sua viabilidade. Diante desses resultados, Galler et al. (2018)
avaliaram o efeito da adicao de extrato desenvolvido por Widbiller et al. (2018a) com
concentracdo de 500 pg/ml de TGFB-1 em quatro diferentes tipos de matrizes em
forma de hidrogel a base de fibrina, polietilenoglicol de cura quimica ou
fotopolimerizavel ou de peptideo de automontagem modificado na neoformacédo
tecidual. Para isso, cilindros de dentina foram preenchidos com as matrizes
carregadas com células-tronco da polpa dental, misturadas ou ndo com o extrato.
Posteriormente, os cilindros foram implantados no dorso de ratos imunossuprimidos.
Apo6s 4 semanas 0os amimais foram sacrificados e os cilindros retirados para sua
analise histolégica e imunohistoquimica. Os autores reportaram que dos materiais
testados, somente na matriz a base de fibrina associada ao extrato de proteinas da
matriz organica da dentina humana foi observada a formacédo de tecido conjuntivo
similar a polpa dentaria, com percentual de 83% dos cilindros desse grupo. Ao
contrario, quando a mesma matriz nao foi associada com o extrato, os cilindros foram
preenchidos pelos restos da matriz e poucas células esferoidais. Os cilindros

preenchidos com os outros tipos de matrizes apresentaram-se vazios ou preenchidos
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por tecido conjuntivo frouxo com células dispersas. Os autores sugeriram que a
capacidade enddgena da fibrina em se ligar e liberar controladamente fatores de
crescimento, poderia ter resultado na associacdo adequada da matriz com o extrato,
e assim, ambos ter contribuido para a formacéo do tecido similar a polpa dentaria no
interior dos cilindros. Widbiller et al. (2018b) avaliaram in vivo o efeito quimiotaxico da
associagao de quatro tipos diferentes de matrizes - fibrina, selante de fibrina, plasma
rico em fator de crescimento e peptideo de automontagem - com extrato da fracao
soluvel em EDTA da matriz organica da dentina humana obtido pelo método proposto
por Widbiller et al. (2018a). Para tal, o canal radicular de dentes humanos recém-
extraidos foi preenchido por um dos tipos de matriz associada com o extrato e prévio
condicionamento radicular com EDTA 10%. Apos a gelificacdo das matrizes, o apice
radicular foi coberto com colageno em gel contendo DPSC, e imediatamente, o dente
foi implantado no dorso de ratos imunossuprimidos. Como grupo controle as raizes
foram preenchidas pelas matrizes sem adicao do extrato. Apds 4 semanas, os dentes
implantados foram extraidos para a analise histolégica e imunohistoquimica do tecido
intrarradicular formado. Os autores observaram que a associacdo das matrizes com o
extrato proteico resultou em maior crescimento de tecido intrarradicular com presencga
de células diferenciadas aderidas a parede dentinaria. A andlise imunohistoquimica
confirmou que a origem humana dessas células. O hidrogel de plasma rico em fatores
de crescimento associado ao extrato proteico permitiu maior crescimento de tecido
intrarradicular, e o peptideo de automontagem produziu o0 menor crescimento tecidual.
Contudo, nenhum dos grupos avaliados apresentou frequéncias acima de 50% de
canais completamente preenchidos por tecido neoformado. Os autores concluiram
gue a associacao de matrizes a base de fribrina ou seus derivados com o extrato das
proteinas solliveis em EDTA da matriz organica da dentina humana induz a migragéo

celular e a neoformacéao tecidual.

Assim, pode-se afirmar que a dentina € uma fonte de numerosas moléculas
com propriedades bioativas, as quais podem ser extraidas e empregadas em prol da
regeneracao endodontica. Contudo, é necessario o desenvolvimento de matrizes que

possam imobilizar e liberar controladamente essas biomolécula
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3 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi desenvolver e analisar as caracteristicas
morfoldgicas, fisico-quimicas, biolégicas e antimicrobianas das matrizes a base de
quitosana e suas associacdes, tais como a adicdo de gelatina, a reticulagdo com

genipina e a adicdo de dentina em po.
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4 MATERIAL E METODOS

41 MATERIAL

Quitosana de baixo peso molecular com grau de desacetilagdo do 85% (Sigma-

Aldrich, Missouri, Estados unidos da América);
Genipina (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados unidos da América);
Gelatina de pele bovina tipo B (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados unidos da América);

Caldo de cultivo microbiolégico BHI (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados unidos da

América);

Dexametasona (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados unidos da América);
Acido acético glacial pré-analise 85% (Dinamica, S&o Paulo, Brasil);
Alcool etilico anidro (Dinamica, S&o Paulo, Brasil);

Soro fisiologico esterilizado - 0.9% Cloreto de Sédio (Cirdrgica Sdo Paulo, Sao Paulo,

Brasil);
Acido ascorbico (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados unidos da América);

Meio minimo essencial (GIBCO/Life Technologies, Nova lorque, Estados unidos da

América);

Soro fetal bovino (Hyclone, Utah, EUA)

L-glutamina (GIBCOI/Life Technologies, Nova lorque, Estados unidos da América);
Penicilina (GIBCO/Life Technologies, Nova lorque, Estados unidos da América);
Estreptomicina (GIBCO/Life Technologies, Nova lorque, Estados unidos da América);

PBSA suplementado com 4% de antibiético - penicilina (Invitrogen Carlsbad,
Califérnia, EUA)

Dimetilsulfoxido (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados unidos da América)
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StemProAccutase (GIBCO/Life Technologies, Nova lorque, Estados unidos da
América);

CD105-FITC (BD Biosciences, Califérnia, Estados unidos da América)

CD29-APC (BD Biosciences, California, Estados unidos da América)

STRO-1- FITC (Biolegend, Califérnia, Estados unidos da América)

CD45- APC (Biolegend, California, Estados unidos da América)

CD14-PE (BDBiosciences, Califérnia, Estados unidos da América)

Cuba ultrassonica (Bransonic®, Danbury, Estados unidos da América);

Liofilizador- Benchtop 4K (Virtir®, Nova lorque, Estados unidos da América);
Cortadora automatica-Isomet® 1000 (Buelher, Illinois, Estados unidos da América);

Moinho de bolas automatico-MM400 (Retsch, Pensilvania, Estados unidos da

Ameérica);

Granuldmetro por difracéo a laser-Helos (Sympatec, Clausthal-Zellerfeld, Alemanha);
Peneira granulométrica de malha n° 400 (Bronzinox, Sdo Paulo, Brasil);

Misturador de bancada-RW20 (IKA, Hong Kong, china);

Espectrofotometro DU 800 (Beckman® Coulter, Califérnia, Estados unidos da
América);

Microscopio eletrénico de varredura-5300 (Jeol®, Massachusetts, Estados unidos da

Ameérica)

Citbmetro de fluxo-FACSCalibur (BectonDickinson, Califormia, Estados unidos da

América)

Broca trefina N°10 e 5 (WF, Sao Paulo, Brasil);
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4.2 METODOS

4.2.1 Atendimento as normas de bioética

Primeiramente, o projeto foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (CEP-FOUSP), e ap0s sua
aprovacdo com parecer numero 2.745.544, foram coletados 19 terceiros molares
inclusos com apicigénese completa e 3 terceiros molares inclusos com apicigénese
incompleta de pacientes entre 18 e 28 anos. Estes dentes foram extraidos na clinica
da disciplina de Cirurgia Odontoldgica da Faculdade de Odontologia da Universidade
de Sao Paulo por motivos ortodénticos ou preventivos. Todos os dentes foram doados
voluntariamente logo apds da extracdo, com prévia assinatura do termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo A).

4.2.2 Preparo das matrizes tridimensionais porosas

Todas as etapas do preparo das diferentes matrizes foram realizadas nos
laboratorios da Biologia Oral, bem como no Centro de Pesquisa em Bioquimica Oral,

ambos da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sdo Paulo.

4.2.2.1 Matrizes solidas a base de quitosana

Uma solucéo de quitosana 2% p/v foi preparada a partir da dissolucdo de 2 g
de quitosana de baixo peso molecular e com grau de desacetilacdo de 85% em 100

ml de &cido acético 1% v/v, sob agitacdo magnética em temperatura ambiente por 24
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horas. A solugéo resultante foi colocada em tubos de micro centrifugagéao de 1,5 ml,
empregado como moldes para obter matrizes cilindricas. Posteriormente, os tubos
foram colocados em cuba ultrassénica por 10 minutos, e rapidamente transferidos a -
20 °C em um congelador por 12 horas, sendo entdo, transferidos a
-80 °C por mais 12 horas, e posteriormente liofilizados por 48 horas. Assim, as
matrizes cilindricas obtidas foram neutralizadas em &lcool etilico anidro por 12 horas,
e novamente, congeladas a -20 °C por 12 horas, e entdo, a -80°C por mais 8 horas, e

finalmente liofilizadas por 48 horas.

42.2.2 Matrizes solidas a base de quitosana e gelatina

A solucdo de quitosana 2% pl/v foi preparada como descrito no item 4.2.2.1.
Adicionalmente, a solucao de gelatina 4% p/v foi preparada através da sua dissolucéo
de 4 g em agua ultrapura sob agitacdo magnética e aquecimento a 40°C durante 1
hora. Posteriormente, as duas solucfes foram misturadas na propor¢cao Q/G 1:1 sob
agitacdo magnética e aquecimento a 40°C durante 2 horas, resultando em uma
solugéo de concentracao final de quitosana 1% p/v e de gelatina 2% p/v. Essa solu¢éo
foi colocada em moldes cilindricos, que foi posteriormente, colocados em cuba
ultrassbdnica, e as matrizes congeladas, liofilizadas, neutralizadas e novamente
liofilizadas, seguindo os mesmos parametros que foram descritos para as matrizes de

guitosana no item 4.2.2.1.
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4.2.2.3 Matrizes solidas a base de quitosana, gelatina e dentina em poé

42231 Preparo do p6 de dentina

Para o preparo do p6 de dentina, as coroas de 19 dentes com apicigénese
completa foram utilizados. Imediatamente apds a extragdo, a por¢do coronaria do
dente foi separada da raiz com o auxilio de broca tronco conica acionada em alta
rotacao sob refrigeracéo. Posteriormente, os restos de tecido pulpar da camera foram
retirados com curetas periodontais, e o esmalte foi removido com broca tronco conica
acionada em alta rotacao sob refrigeracao. Apos, as coroas foram colocados em soro
fisiolégico esterilizado e armazenados por um periodo maximo de 30 dias a -80°C.
Apos descongelamento, os dentes foram seccionados em fatias de 0,8 mm de
espessura na cortadora automatica Isomet sob refrigeracdo. Posteriormente, 6 g de
fatias de dentina foram congeladas em nitrogénio liquido e trituradas em um moinho
de bolas automatico por 6 ciclos de 2 minutos cada, a 30 HZ. Finalmente, o p6 obtido

foi peneirado em um tamis de malha n° 400 e armazenado a -80°C.

A distribuicdo de tamanho das particulas de dentina obtidas foi determinada no
granulémetro por difracdo a laser com faixa de deteccéo 0,1 a 350 micra. Para isso,
0,15 g do po de dentina foi adicionado em béquer e, em seguida, misturado com 50
ml de &gua, utilizando-se um misturador de bancada com rotagdo mantida em 1000
rpm durante 1 minuto. A suspensédo foi transferida para o reservatério de analise,
aplicando ultrassom por 2 minutos, e logo, iniciada a avaliagdo. Este ensaio foi
realizado em trés amostras obtidas em moagens diferentes com o objetivo de validar
a reprodutibilidade do método de obtencdo do p6 de dentina. O ensaio de
granulometria por difracdo a laser foi realizado no laboratorio de microestructura e

ecoeficiéncia de materiais da Escola Politécnica da Universidade de Sdo Paulo.

A andlise granulométrica do po preparado foi realizada, demonstrando
particulas com diametros entre 0,3 e 53 pum, sendo 90% com tamanho inferior a 40

pum, e 50% com tamanho inferior a 17 um (Figura 4.1).
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Figura 4.1 — (A) Eletromicrografia e (B) distribui¢do granulométrica do p6 de dentina
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4.2.2.3.2 Desenvolvimento da matriz solida a base de quitosana, gelatina e

dentina em po

Pé de dentina foi adicionado numa solucéo de &cido acético 1%. A solugéo foi
mantida em cuba ultrassénica por 4 horas em constante agitacdo utilizando um
misturador de bancada. Posteriormente, a quitosana foi adicionada em agitacdo
magnética, e a solucdo mantida assim por 24 horas. Finalizado esta etapa, foram
adicionadas uma solucdo de gelatina, e misturadas em agitacdo magnética e
aquecimento a 37°C por 2 horas. Posteriormente, a solucdo final composta por
guitosana 1% plv, gelatina 10% p/v e dentina em po 15% p/v foi colocada em moldes
cilindricos, ultrassonicada, congelada, liofilizada, neutralizada e novamente liofilizada
seguindo os mesmos parametros que foram descritos para as matrizes de quitosana
no item 4.2.2.1.
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4224 Desenvolvimento de matrizes solidas reticuladas quimicamente

A reticulagdo quimica das matrizes foi realizada através da adicdo de genipina
diretamente nas solu¢cdes de quitosana-gelatina e quitosana-gelatina-p6 numa
concentracdo de 0,15% p/v. Assim, a genipina foi adicionada apos finalizado o
processo de mistura das diferentes solu¢des. Posteriormente, a solu¢cdo contendo
genipina foi mantida em agitacao constante e aquecimento a 37°C por duas horas.
Apds, foram congeladas, liofilizadas, neutralizadas e finalmente novamente liofilizadas
seguindo os mesmos parametros que foram descritos para as matrizes de quitosana
no item 4.2.2.1.

4.2.3 Caracterizacdo morfolégica das matrizes solidas

As matrizes desenvolvidas foram congeladas em nitrogénio liquido, clivadas
transversalmente, fixadas num suporte de aluminio com fita adesiva metalica
condutora, revestidas com uma camada de aproximadamente 25 nm de ouro (30ma,
100 segundos, vacuo 10-2) e visualizadas no microscépio eletrdnico de varredura no
laboratorio da Biologia Oral da Faculdade de Odontologia ou no Instituto de Quimica,
ambos da Universidade de Sao Paulo. Assim, foram obtidas eletromicrografias a 75X
e 150x. As eletromicrografias obtidas a 75X foram analisadas empregando o software
ImageJ para determinar o diametro dos poros das matrizes. As Eletromicrografias
obtidas a 150X foram empregadas para a analise da rugosidade da superficie das
matrizes. Estas andlises foram realizadas em quatro matrizes por grupo, elaboradas
em tempos diferentes com o objetivo de validar a reprodutibilidade do tamanho dos

poros obtidos pelo método de elaboracéo proposto.
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4.2.4 Caracterizacao fisico-quimica

Todos os ensaios referentes a caracterizacdo fisico-quimica foram realizados
sobre quatro matrizes elaboradas em tempos diferentes. O tamanho das matrizes foi
padronizado com o auxilio de uma broca trefina de 10 mm de diametro. A broca foi
acionada em baixa rotacdo apos congelamento das matrizes em nitrogénio. Assim
todas as matrizes empregadas nesta fase tiveram um tamanho de 5 mm de altura x 8

mm de didmetro.

4241 Ensaio de degradacéao

As diferentes matrizes foram pesadas (Po) nhuma balanca analitica eletrbnica
de precisao, e colocadas individualmente em microtubos de centrifugacdo de 5 ml
contendo 2,144 ml de SBF (pH=7,4), e mantidas a 37°C por 2, 8, 16, 24 e 32 dias,
sendo uma concentragédo de 1,5 pg/mL de lisozima acrescentada diariamente na
solucao de SBF . Apés, transcorridos esses periodos, as matrizes foram retiradas,
secadas cuidadosamente com papel filtro, liofilizadas e posteriormente novamente
pesadas (Pt). A taxa de degradacédo das matrizes foi expressa pela porcentagem da
perdida de peso a cada intervalo de tempo (D%) empregando-se a seguinte formula
(Nieto-Suarez et al., 2016):

D% = Po - Pt/ Pox 100

O SBF foi preparado de acordo com Oyane et al. (2003) com uma concentracao
de ions aproximadamente igual aos do plasma do sangue humano. A quantidade de
volume de SBF foi determinada de acordo a norma ISO 10993-13 para a identificacao
e quantificacdo de produtos de degradacao de dispositivos médicos confeccionados
de materiais poliméricos. A concentracdo de lisozima de 1,5 pg/mL foi escolhida por

ser semelhante a concentragdo encontrada no soro humano (Brouwer et al., 1984).
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Adicionalmente, o pH das solugbes foi aferido nos mesmos tempos
experimentais que o ensaio de degradacdo através de um pHmetro. Assim como,
microfotografias a 150X foram obtidas através de microscopia eletrénica com o intuito

de observar a morfologia das matrizes ao final do ensaio de degradacéo.

4.2.4.2 Ensaio de embebicdo

As diferentes matrizes foram colocadas individualmente em microtubos de
centrifugacéo de 5 ml contendo 2,144 ml de SBF (pH=7.4) a 37°C, durante 4 e 8 horas,
tempo necessario para que as matrizes alcancem seu estado de equilibrio. Apés esse
periodo, as matrizes foram retiradas, secadas cuidadosamente com papel filtro,
transferidas para uma balanca analitica eletrbnica de precisdo e pesadas (Pe).
Posteriormente, foram liofilizadas e novamente pesadas (Pf). A porcentagem de agua
absorvida pelas matrizes em condi¢cbes de equilibrio (TEE%) foi calculada pela
seguinte férmula (Tseng et al, 2013):

TEE% = Pe — Pf/ Pe x 100

O SBF foi preparado de acordo com Oyane et al. (2003) com uma concentracao
de ions aproximadamente igual aos do plasma do sangue humano. A quantidade de
volume de SBF foi determinada de acordo a nhorma ISO 10993-13 para a identificacédo
e quantificacdo de produtos de degradacao de dispositivos médicos confeccionados

de materiais poliméricos.

4.2.4.3 Ensaio de libertacéo de proteinas totais

Para esse ensaio foram empregadas matrizes previamente esterilizadas por
radiacdo gama (60Co, 25 kGy) no Instituto de Pesquisa Energéticas e Nucleares da
USP. Apods, as matrizes foram imersas em 2,144 ml de PBS pH = 7.4 e incubados a

37°Cporl, 2, 8,16 ,24 e 32 dias. Vinte pl do sobrenadante foi coletado a cada tempo
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experimental e armazenados a —80°C até completar todos os tempos experimentais.
Posteriormente, a quantidade proteinas totais libertadas ao meio no decorrer do tempo

pelas matrizes foi determinada pelo método de Lowry et al. (1961).

A quantidade de volume de PBS foi determinada de acordo & norma ISO 10993-
13 para a identificacdo e quantificacdo de produtos de degradacdo de dispositivos
meédicos confeccionados de materiais poliméricos. Como controle negativo foi

empregado PBS sem adicdo de nenhuma matriz.

4.2.5 Caracterizacao bioldgicain vitro

Nos seguintes ensaios, as matrizes foram padronizadas em discos cilindricos
de 4 mm de altura x 4 mm de didmetro com o auxilio de uma broca trefina de diamétro
de 5 mm. Apds, as matrizes foram esterilizadas por radiacdo gama (60Co, 25 kGy) e

armazenadas a -80°c.

Todos 0s ensaios correspondentes a caracterizacdo bioldgica in vitro foram
realizados no laboratorio de pesquisa basica Edmir Matson do departamento de

Dentistica da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo.

4251 Isolamento e caracterizagao celular

Os procedimentos de isolamento e caracterizacdo de células-tronco da papila
apical dentaria humana utilizadas foram realizados de acordo com Sonoyama et al.
(2008). Para tal, 3 terceiros molares inclusos extraidos com apicigénese incompleta
foram utilizados. Os dentes foram coletados em meio minimo essencial a-MEM
suplementado com 15% de soro fetal bovino, 100 uM acido ascérbico, 2 mM L-
glutamina e 100 U/ml penicilina e 100 pyg/ml estreptomicina e mantidos a 4 °C, por
periodo maximo de 24 h. Em seguida, os dentes foram desinfetados com alcool 70%,

e a papila apical removida com o auxilio de uma cureta, lavada duas vezes em solucao
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estéril de PBS A suplementado com 4% de antibiotico - penicilina e estreptomicina.
Apéds remocédo do PBS A, os fragmentos permaneceram em solucdo de tripsina em
estufa a 37°C, durante 5 minutos. A tripsina foi inativada com meio de cultura
enriquecido com soro fetal bovino e os explantes foram colocados em frascos de
cultivo contendo meio de cultura a-MEM suplementado com 15% de soro fetal bovino,
100 uM de acido ascorbico, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina e 100 pg/ml
de estreptomicina por duas semanas. A migracdo celular dos explantes obtidos da
papila dental humana iniciou-se aos 10 dias. Apés, as células provenientes dos
explanes foram tripsinizadas e plagueadas em novas placas de cultivo. As culturas
foram mantidas em semi-confluéncia. Atingindo 60% de confluéncias, as células foram
ressuspendidas em meio de cultura contendo 20% de SBF e 10% de DMSO e entéo

armazenadas em freezer de nitrogénio liquido.

Para os experimentos, aliquotas congeladas em nitrogénio liquido e
crioprotegidas por DMSO foram descongeladas em banho de agua a 37°C por dois
minutos. Ap6s a remocao do meio contendo DMSO, as células foram cultivadas no
meio de cultivo descrito acima nomeado de clonogénico. O monitoramento do
crescimento celular foi realizado diariamente em microscopio de fase invertido, e o
meio de cultura foi trocado a cada 2 ou 3 dias, de acordo com o metabolismo celular.
Quando as células atingiram subconfluéncia, foram tripsinizadas e plaqueadas
novamente. Esse procedimento foi repetido até que as células se encontraram em

passagem trés.

A caracterizacdo imunofenotipica do conjunto de células nessa passagem foi
realizada através de citometria de fluxo. Para tal, as células numa concentracdo de 1
x 108 foram lavadas duas vezes em PBS e colhidas com solugdo de enzima marinha
com atividade colagenolitica e proteolitica (StemProAccutase) por 10 min, sob
agitacdo, para minimizar a internalizacdo de antigenos de superficie. As células foram
centrifugadas e fixadas em solugéo de paraformaldeido (PFA) a 4% por 1 h. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas duas vezes em
PBS. Posteriormente, foi adicionada uma solugéo de albumina de soro bovino 5% por
1 h para bloqueio de sitios inespecificos. Apds, as células foram ressuspendidas em
PBS e marcadas com anticorpos primarios e incubadas por 1 h. Finalmente, as células
foram lavadas trés vezes em PBS e as células suspendidas no PBS foram filtradas, e

colocada em tubos para o citometria de fluxo.
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Para identificar e caracterizar imunofenotipicamente a progénie das populacdes
celulares de papila dental, foi utilizado um painel de anticorpos primarios conjugados
com fluoresceina, ficoeritrina ou aloficocianina, contra moléculas de superficie celular
humanas, a saber: CD105, STRO-1, CD146 e CD14. A populacao celular foi contada
e classificada pelo departamento de imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da USP.

Assim, observaram-se ceélulas isoladas expressaram niveis tipicos de
marcadores de superficie de células-tronco mesenquimais. Os histogramas obtidos
por citometria de fluxo mostraram expressao positiva para 0os seguintes marcadores:
CD 105, CD 146 e STRO-1. As células apresentaram minima expressao do marcador
CD 14.

Figura 4.2 —Fotomicrografia das células isoladas da papila dental humana (A) e histogramas da
expressao de marcadores de superficie pelas células (B). Os nimeros dentro dos graficos
indicam a porcentagem de células positivas para o anticorpo primario para cada tipo de
marcador de superficie (CD 105, STRO-1, CD 146, CD 14). Os picos cinzentos
representam os controles isotipicos de cada marcador. Os picos representam a populagéo
celular marcada com os anticorpos conjugados aos fluoréforo FTIC (picos verdes) ou PE
(picos vermelhos)

o 0 19

cD 108 FITC
(+++) (+)

o

Fonte: O autor
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425.2 Ensaio de citoxicidade

A citotoxicidade dos produtos da degradacao das matrizes foi avaliada através
do teste de extracdo de acordo com a norma ISO 10993-12:2012 e a norma ISO
10993-5:2019. Assim, as matrizes de 1,25 cm? foram imersas em 1 ml de meio
clonogénico, e mantidas por 24 horas em incubadora a 37°C, sob atmosfera

umidificada e com 5% de COo.

Paralelamente, células-tronco da papila dental da terceira passagem foram
descongeladas e cultivadas em meio clonogénico, até que registrasse uma
confluéncia celular de aproximadamente 80%. Durante esse periodo, o meio foi
trocado a cada 48 horas. Uma vez obtida a confluéncia ideal, as células foram
tripsinizadas, plaqueadas em uma densidade de 1 x 103 em placa de 96 pocos, e
incubadas por 24 horas. Apds, o meio clonogénico das células foi trocado pelo meio
condicionado com as matrizes, e as ceélulas foram incubadas por mais 24 horas.
Finalizando esses periodos, o meio foi substituido por 170 ul de meio clonogénico néo
suplementado com soro bovino fetal acrescido de 30 ul de MTT e as células incubadas
por 4 horas. Posteriormente, o meio foi removido, e colocado 50 pul de DMSO, deixado
por 30 minutos em agitacdo. Apés, 50 pl de DMSO foram transferidos para uma nova
placa de 96 pogos, e a leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro

empregando o filtro de 562 nm.

Para este ensaio o meio foi condicionado por quatro matrizes elaboradas em

tempos diferentes. Para cada tipo de matriz, foram plaqueados 8 pocos.

Adicionalmente, a citotoxicidade das matrizes foi avaliada através do teste de
contato direto de acordo com a norma 10993-5:2019. Para este teste, as matrizes
(n=2) previamente embebidas por 4 horas em meio clonogénico foram colocadas nos
pocos de placa de cultivo de 96 pogos. Posteriormente, foram inoculadas com células-
tronco da papila dental numa densidade de 1 x 103. O meio de cultura das placas foi
trocado a cada dois dias. Apos 2 e 8 dias foram obtidas fotomicrografias da interface
matriz-placa de cultura através de microscopio de fase invertido a um aumento de
20X. Como controle foram empregados poc¢os inoculados com células sem a presenca

da matriz.
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4.25.3 Morfologia, adeséo e proliferacédo celular nas matrizes

Dez matrizes de cada tipo foram implantadas num tubo de politetrafluoretileno
selado na parte inferior com membrana a base celulose (Millipore), e colocadas numa
placa de 96 pocos, sendo esterilizadas por radiacdo gama (60Co, 25 kGy). Apés, cada
matriz foi inoculada com meio clonogénico contendo 5 x 104 células. Depois de ser
incubado por 3 horas, o conjunto matriz/tubo foi removido e colocado em uma placa
de 48 pocos. Nessa placa, foram mantidas em incubacao por 4 ou 8 dias a 37°C e 5%
CO2. O meio foi trocado a cada dois dias, até completar os diferentes tempos

experimentais.

A biocompatibilidade celular do tubo empregado neste ensaio foi previamente
testada sobre células-tronco da papila dental através do ensaio de contado direto. As
microfotografias obtidas mostraram intimo contado das células com a estrutura

tubular.

Figura 4.3 — Fotografia (A) do tubo de politetrafluoretileno e microfotografia (B) das células-tronco da
papila dental cultivada em presencga do tubo (¢).

Fonte: O autor
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O emprego desses tubos teve como objetivo permitir a adequada fixacdo das matrizes
e permitir sua manipulacéo indireta durante o experimento assim como a de simular a
condicéao clinica do interior do canal radicular onde os nutrientes provem somente da
regiao apical.

A viabilidade das células inoculadas de seis matrizes de cada grupo foi avaliada
aos 4 e 8 dias pelo ensaio de MTT. Para tal, o conjunto matriz/tubo foi removido da
placa de 48 pocos e colocado numa nova placa. Previamente, os po¢os dessa nova
placa foram preenchidos com 340 pl de meio clonogénico ndo suplementado com soro
bovino fetal acrescido de 60 ul de MTT. Apés quatro horas de incubacgéo, o meio foi
removido, e as matrizes foram cuidadosamente retiradas do interior de tubo.
Posteriormente, as matrizes foram submersas em 200 ul de DMSO e deixados por 30
minutos em agitacdo. Apos, 50 pl de DMSO foram transferidos para uma placa de 96
pocos e a leitura da absorbancia foi realizada num espectrofotdmetro empregando o
filtro de 562 nm.

A morfologia e adeséo das células nas matrizes apds 4 e 8 dias foram avaliadas
através da microscopia eletrénica de varredura. Assim, terminado cada periodo de
incubacdo, duas matrizes de cada grupo foram lavadas em solucdo tampéo de
cacodilato 0,05 M, fixadas em glutaraldeido 2% por 20 minutos, desidratadas
gradualmente em etanol, e finalmente, o excesso de liquido removido pela imerséo
em hexametildisilazano HDMS por 5 minutos. As matrizes foram fixadas num suporte
de aluminio com fita carbonada, revestidas com uma camada de aproximadamente
25 nm de ouro e visualizadas em microscopia eletrénica de varredura a 150X ou 200X.
Aumentos superiores a 900X foram realizados com o intuito de observar as

particularidades das células presentes.

Como grupo controle positivo, as células foram cultivadas sobre discos de
poliestireno de 8 mm de diametro, o que corresponde a uma superficie de 52 mm?
equivalente a superficie total das matrizes. A inoculagdo, cultivo e avaliacdo da
viabilidade e adesé&o foram realizados de maneira semelhante com todas as matrizes.
Tanto o grupo controle como nos grupos experimentais, os testes de viabilidade
estiveram compostos por 8 amostras, e por 2 amostras para a avaliacdo da adeséo e

morfologia celular.
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4254 Diferenciacao celular

Visando avaliar a capacidade de odonto/osteo diferenciacdo das hSCAPs no
interior das matrizes, as células foram inoculadas nas matrizes como foi previamente
descrito no item 4.2.5.3, e apds 7 dias, o meio de cultivo clonogénico foi substituido
pelo meio odonto/osteogénico contendo a-MEM, 15% de soro fetal bovino, 100 U/ml
penicilina e 100 pg/ml estreptomicina, 2 mM L-glutamina, 100 yM acido ascérbico, 1,8
mM fosfato de potassio e 10 uM dexametasona por 21 dias a 37°C e 5%C0O2. O meio
foi trocado a cada dois dias. Ap6s o término do tempo experimental, a inducédo de
formacéao de nddulos mineralizados pelas células nas matrizes foi evidenciada através
da coloracdo com vermelho de Alizarina. Assim, as matrizes foram cuidadosamente
removidas do tubo de Ptfe transferidas para uma nova placa de 24 pocgos, lavadas
duas vezes em PBS, fixadas com isopropanol a 60%, residratadas em agua destilada,
e coradas com solucdo de vermelho de alizarina a 1% (pH 4,2) por 4 horas. Apés,
foram lavadas exaustivamente com PBS e deixado secar no ambiente.
Posteriormente, foi adicionada uma solucéo de 10 % de amonia, e deixados por 30
minutos em agitacdo. Aliquotas de 50 ul foram transferidas para uma placa de 96
pocos e a densidade Optica do sobrenadante foi medida num espectrofotbmetro

empregando o filtro de 490 nm.

Como grupo controle positivo, as células foram cultivadas sobre discos de
poliestireno de area superficial compativel com o das matrizes. A inoculacéo, o cultivo
e a avaliacdo da diferenciacao foram realizados de maneira semelhante com todas as
matrizes. Como controle negativo foram empregadas matrizes sem inoculacdo de

células-tronco e células cultivadas com meio clonogénico sobre os discos.

Tanto o grupo controle e os grupos experimentais no teste de diferenciacao

celular esteve composto por 8 amostras.
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4.2.6 Caracterizagao antimicrobiana in vitro

Todas as etapas do preparo referentes a caracterizacdo microbiolégica das
matrizes foram realizadas no laboratério da Microbiologia Oral do Instituto de Ciéncias
Biomédicas Il da Universidade de Sao Paulo.

O efeito das matrizes sobre o crescimento bacteriano em suspensao foi
avaliado através do método de cultura bacteriana. Para tal, E. faecalis (ATCC 29212)
foi cultivado em BHI por 24 horas. ApGs, a suspensdo bacteriana foi diluida em BHI
para obter uma concentracdo aproximada de 1 x 10° UFC/ml. Ao inicio do
experimento, quatro aliquotas de 100 pl da suspensdo foram coletadas, diluidas
seriadas por 10 vezes em soro fisioldgico e cultivadas em m-Enteroccocus agar por
48 horas. Assim, a média das UFC/ml obtidas foi considerada como o ndmero inicial
de bactérias na suspensdo. ApOs a coleta das aliquotas, os diferentes tipos de
matrizes desenvolvidos foram inoculados com 200 ul da suspensdo bacteriana e
cultivados por 48 horas a 37°C numa placa de 96 pocos. Uma aliquota de 10 pl foi
coletada de cada poco em 6, 24 e 48 horas previamente a ressuspensdo do meio de
cultura. A amostra coletada foi diluida seriadamente por 10 vezes em soro fisiologico,
e plaqueada em triplicada em m-Enteroccocus agar. ApOs 48 horas, foi realizada a
contagem das UFC/mI. Como grupo controle positivo, 200 pl da suspenséao bacteriana
foi transferida em pogos sem a presenca de nenhuma matriz, e assim, cultivado,
coletado, diluido e plaqueado, como nos grupos experimentais. Tanto o grupo controle

COMo 0S grupos experimentais foram compostos por 8 amostras cada.

O efeito da composicdo das matrizes sobre a adesdo bacteriana na sua
superficie foi observado através de eletromicrografias obtidas por microscopia
eletrbnica de varredura. Para tal, E. faecalis (ATCC 29212) foi cultivado em BHI por
24 horas. Apas, a suspensao bacteriana foi diluida em BHI para obter a concentragéo
aproximada de 1 x 10° UFC/ml. As diferentes tipos de matrizes desenvolvidas foram
inoculados com 200 ul da suspensao bacteriana e cultivados por 48 horas a 37°C em
placa de 96 pocgos. Apos, as matrizes foram cuidadosamente lavadas com solucéo
tampao de cacodilato 0,05 M para eliminar bactérias ndo aderidas a superficie.
Posteriormente, estas matrizes oram fixadas em glutaraldeido 2% por 20 minutos,

desidratadas gradualmente em etanol, e finalmente, o excesso de liquido removido
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pela imersdo em hexametildisilazano HDMS por 5 minutos. As matrizes foram fixadas
em suporte de aluminio com fita carbonada, revestidas com uma camada de
aproximadamente 25 nm de ouro, e visualizadas em microscopia eletrénica de
varredura a 900X. Aumentos superiores a 3500X foram realizados com o intuito de
observar as particularidades das bactérias presentes nas matrizes. As
eletromicrografias foram obtidas da superficie externa da matriz. Como grupo controle
positivo, 200 ul da suspenséo bacteriana foi transferida em poc¢os contendo filtro de
papel, cultivadas e processadas, nas mesmas condicbes que O0S Qrupos

experimentais.

O efeito das componentes liberados pelas matrizes sobre o crescimento
bacteriano em suspensao foi avaliado através do método de cultura bacteriana. Para
tal, E. faecalis (ATCC 29212) foi cultivado em BHI por 24 horas. Apés, a suspensao
bacteriana foi diluida em BHI para obter concentragdo aproximada de 1 x 10° UFC/m.
Ao inicio do experimento, quatro aliqguotas de 100 pl da suspenséao foram coletadas,
diluidas em série por 10 vezes em soro fisiologico, e cultivadas em m-Enteroccocus
agar por 48 horas. Assim, a média das UFC obtida foi considerada como o nimero
inicial de bactérias na suspensdo. Apo6s a coleta das aliquotas, 100 ul de soro
fisiologico esterilizado condicionado pelas matrizes por 8 dias a 37°C foi adicionada a
100 pl da suspensao bacteriana. Apés 6, 24 e 48 horas, uma aliquota de 10 pl foi
coletada previamente a ressuspensdo do meio de cultura. A amostra coletada foi
diluida seriadamente por 10 vezes em soro fisiologico e plaqueada em triplicada em
m-Enteroccocus agar. Apés 48 horas foi realizada a contagem das UFC/ml. Como
grupo controle positivo 100 pl de soro fisiolégico esterilizado ndo condicionado foi
acrescido a 100 ul da suspencdao bacteriana e cultivado, coletado, diluido e plagueado
COMO NOS grupos experimentais. Tanto 0 grupo controle como 0Ss grupos

experimentais foi composto por 8 amostras cada.
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4.2.7 Anélise estatistica

Todos os dados obtidos foram tabulados e submetidos a anélise estatistica com
o auxilio do software R 3.5.0. A analise de aderéncia a curva de normalidade foi
realizada por meio do teste de Shapiro-Wilk e a homocedasticidade dos dados foi
avaliada pelo teste de Levene.

Assim, a analise do tamanho dos poros das matrizes desenvolvidas foi
avaliada pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de comparac6es multiplas de Tukey.

As analises intragrupo e entre grupos da degradacdo e da embebicdo das
matrizes foram avaliadas pelo teste de teste de ANOVA, seguido pelo teste de
comparacdes multiplas de Tukey.

A andlise intragrupo da liberacdo de proteinas pelas matrizes nos diferentes
tempos experimentais foi avaliada pelo teste de ANOVA medidas repetidas, seguido
pelo teste de comparacdes multiplas T pareado ajustado pelo método de Bonferroni.
Para a analise entre grupos, foram incluidas somente as matrizes que nao
degradaram até o final do tempo experimental, e esses dados foram avaliados pelo
teste de ANOVA para dados independentes, seguido pelo teste de comparacoes
multiplas de Tukey, ambos com correcdo para dados com heterocedasticidade.

A analise intragrupo da viabilidade celular em presenca do meio condicionado
pelas matrizes foi avaliada pelo teste T para dados independentes. A andlise entre
grupos da porcentagem de viabilidade celular foi avaliada pelo teste de ANOVA para
dados independentes, seguido pelo teste de compara¢des mdultiplas de Tukey. Os
mesmos testes foram empregados para a analise entre grupos dos valores de
densidade Optica obtidos no ensaio, porém com correcdo para dados com
heterocedasticidade.

A anélise intragrupo da viabilidade celular nas matrizes foi avaliada pelo teste
T para dados independentes, e a andlise entre grupos foi avaliada pelo teste de
ANOVA para dados independentes, seguido pelo teste de compara¢cfes multiplas de
Tukey, ambos com correcéo para dados com heterocedasticidade.

A analise entre grupos da diferenciagéo celular nas matrizes através do ensaio
de vermelho de alizarina foi avaliada pelo teste de ANOVA para dados independentes,

seguido pelo teste de comparac¢des multiplas de Tukey.
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A andlise intragrupo dos dados obtidos na caracterizagdo antimicrobiana foi
avaliada pelo teste de Friedman seguido do teste de comparacdes mdiltiplas de
Nemenyi com correcdo para dados pareados. A andlise entre grupos foi avaliada pelo
teste de Kruskall-Wallis seguido pelo teste de comparaces multiplas de Dunn.

Todas as analises foram realizadas com nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo morfolégica das matrizes solidas

Microscopicamente, todas as matrizes elaboradas apresentaram poros com
interconectividade. No entanto, a dentina em p6é quando adicionada a matriz foi
incorporada e distribuida de forma homogénea na estrutura, tornando a superficie

rugosa (Figura 5.2).

A matriz ndo reticulada composta de quitosana, gelatina e dentina apresentou
poros com tamanho médio de 295 um, sendo maior que os poros das demais matrizes
analisadas (p<0.05). No entanto, quando a mesma foi reticulada com genipina
apresentou poros com tamanho médio de 161 um, sendo menor que 0s poros das
outras matrizes (p<0.05). Nao houve diferenca significativa entre o tamanho dos poros
das matrizes compostas de quitosana pura e quitosana com gelatina reticulada ou né&o
com genipina (p>0.05), possuindo poros com tamanho médio de 227, 211 e 240 um,

respectivamente (Figura 5.1).

Figura 5.1 — Tamanho médio dos poros das matrizes solidas
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Q — Quitosana; QG- Quitosana e gelatina; QGG — Quitosana e gelatina reticulada com genipina; QGP
— Quitosana, gelatina e p6 de dentina; QGPG - Quitosana, gelatina e dentina reticulada com genipina.
ac¢ |_etras diferentes representam diferenca significativa entre grupos (p<0.001).

Fonte: O autor
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Figura 5.2 — Caracteristicas morfolégicas das matrizes antes (A - J) e depois do ensaio de degradacéo
(K-O). Matrizes de quitosana pura (A,F,K). Matrizes de quitosana e gelatina (B,G,L).
Matrizes reticuladas de quitosana e gelatina (C,H,M). Matrizes de quitosana e gelatina com
adicdo de dentina em p6 (D,I,N). Matrizes reticuladas de quitosana e gelatina com adicéo
de dentina em pé (E,J,0). Setas vermelhas indicam interconectividade dos poros

Fonte : O autor
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5.2  Caracterizagao fisico-quimica

5.2.1 Ensaio de degradacao

Nas microfotografias obtidas ao final do ensaio de degradacao, pbde-se
observar que a estrutura das matrizes néo reticuladas de quitosana e gelatina com ou
sem adicdo de dentina em pd perderam suas caracteristicas morfoldgicas iniciais
(Figuras 5.2g-1 e 5.2i-n). Contrariamente, a estrutura da matriz reticulada de quitosana
e gelatina com adicdo de dentina em p6 e de quitosana pura apresentam-se mais
porosas (Figuras 5.2j-0 e 5.2f-k). No caso das matrizes reticuladas de quitosana e
gelatina ndo houve mudanca quando comparada com as microfotografias inicias
(Figuras 5.2h-m).

No que se refere a medicdo do pH, os resultados demonstram que nao houve
variacdo em todos os tempos experimentais, com valor médio constante de 7,4.

De todas as matrizes avaliadas, somente as nao reticuladas compostas de
quitosana com gelatina acrescidas ou ndo de dentina em pd teve a estrutura
completamente degradada, ocorrendo no tempo experimental de 2 e 8 dias,
respectivamente. Com excecéo da matriz nao reticulada de quitosana com gelatina e
dentina em po, todas as outras matrizes tiveram a degradacdo aumentada a partir do
8° dia (p<0.05). A taxa de degradacdo das matrizes reticulada ou ndo composta de
quitosana e gelatina acrescida ou ndo de dentina em pé foi semelhante entre si
(p>0.05), porém menor quando comparadas as demais matrizes nos tempos de 2, 8,
16 e 32 horas (p<0.05). No entanto, no tempo experimental de 24 horas, a matriz
reticulada de quitosana e gelatina foi semelhante a quitosana pura (p>0.05), no qual
foram maiores que a matriz reticulada de quitosana, gelatina e dentina (p<0.05), e
menor que as nao reticuladas compostas de quitosana com gelatina acrescidas ou
ndo de dentina em po (p<0.05). O porcentual de degradacéo das diferentes matrizes
estudadas nos diferentes tempos experimentais, bem como a comparagao intra e

entre grupos podem ser observadas na tabela 5.1.
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Tabela 5.1 — Porcentagem média (desvio padrao) de degradacéo da estrutura das matrizes analisadas
em diferentes tempos experimentais

Tempos experimentais (dias)
Grupo 2 8 16 24 32
Q 19.7(1.71)% 28.5(2.89)¥ 34.5(3.7)1 39.0(3.16)2*f 56.7(6.24)¢
QG 75.7(18.92) £ 100* 100¥ 100* 100*
QGG 8.2(1.71)% 18.0(2.16)2 ¥ 27.7(2.63)a 1 39.2(2.22)2 € 41.2(2.99)2€
QGP 100* 100* 100¥ 100* 100*
QGPG 7.5(2.08)> £ 18.5(1.29)a t 28.5(3.11)> ¥ 32.7(2.22)* 41.2(2.22)2.€

Q — Quitosana; QG- Quitosana e gelatina; QGG — Quitosana e gelatina reticulada com genipina; QGP
— Quitosana, gelatina e p6 de dentina; QGPG - Quitosana, gelatina e dentina reticulada com genipina.
a | etras iguais representam semelhanca entre linhas (p<0.05). Simbolos diferentes representam
diferenca significativa entre colunas (p<0.05).

Fonte: O autor

5.2.2 Ensaio de embebicéao

A estrutura da matriz néo reticulada composta de quitosana, gelatina e dentina
em po6 degradou-se em 4 horas, sendo inviavel a avaliagdo de embebicdo dessa

matriz.

O maior porcentual de embebigdo aconteceu na matriz ndo reticulada de
guitosana e gelatina com valor médio de 71%, e o menor porcentual ocorreu no
mesmo tipo de matriz, porém quando reticulada, com valor médio de 20%, ambos no

tempo de 4 horas.

As matrizes ndo reticuladas de quitosana pura e de quitosana e gelatina
apresentaram maior porcentual de embebicdo quando comparado com as matrizes
reticuladas de quitosana e gelatina com adicdo ou ndo de dentina em po6 tanto no
tempo experimental de 4 horas como no de 8 horas (p<0.05), sem diferenca

significativa entre os tempos (p>0.05).

O porcentual médio de embebicdo de todas as matrizes e a comparacao entre

elas no tempo de 4 e 8 horas podem ser observadas na figura 5.3.
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Figura 5.3 — Porcentagem média de embebicéo da estrutura das matrizes avaliadas apés 4 e 8 horas
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- Quitosana, gelatina e dentina reticulada com genipina. ¢ Letras diferentes representam diferenca
significante entre grupos no mesmo tempo experimental (p<0.05).

Fonte: O autor

5.2.3 Ensaio de libertacdo de proteinas totais

Todas as matrizes liberaram proteinas, porém com pico maximo de liberacao
em diferentes tempos de acordo com a composicao da matriz. A matriz composta de
quitosana pura atingiu a quantidade maxima de liberac@o de no 2° dia com média de
10,1 pg/ml, porém sem diferenca significativa com o 1°e o 8° dia. A matriz ndo
reticulada composta de quitosana e gelatina atingiu sua quantidade maxima de
liberacdo com média de 2338,3 ug/ml no 8° dia, porém sem diferenca significativa com
0 2° e 16° dia (p>0.05). A matriz reticulada composta de quitosana e gelatina atingiu
sua gquantidade méxima de liberacdo com média de 1450,7 pg/ml ao 24° dia, sendo
significativamente maior que o 32° dia (p<0.05), porém sem diferenca significativa com
0 16° dia (p>0.05). A matriz ndo reticulada composta de quitosana e gelatina com
adicao de dentina em po atingiu sua quantidade maxima de liberacdo com média de
2213 pg/ml ao 32° dia, porém sem diferenca significativa com o 24° dia (p>0.05). A

matriz reticulada composta de quitosana, gelatina e dentina em pd atingiu sua
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guantidade maxima de liberacdo com média de 1939,6 pg/ml no 16° dia, sem diferenca
significativa com o 8° (p>0.05), porém significativamente maior que o 24° (p<0.05). No
controle néo foi detectado a presenca de proteinas em nenhum tempo experimental.
A quantidade média de proteinas totais liberadas ao meio pelas diferentes matrizes

no decorrer dos tempos experimentais podem ser observadas na tabela 5.2.

Tabela 5.2 — Quantidade média (desvio padrdo) de proteinas totais (ug/ml) liberadas ao meio pelas
diferentes matrizes no decorrer dos tempos experimentais

Tempos experimentais (dias)

Grupo 1 2 8 16 24 32

Q 4.8(1.06) 10.1(2.19) 7.4(2.08) 0.0 0.0 0.0
QG 132.9(7.92) 1975.8(107.21)  2338.3(286.06)  2130.4(313.43)  2020.6(320.62)  1846.0(339.94)
QGG 78.9(0.56) 1108.9(11.34) 1337.8(21.83) 1396.8(19.37) 1450.7(12.34) 1393.8(21.41)
QGP 130.6(4.49) 1901.0(42.52) 2132.0(6.60) 2114.1(163.18)  1928.1(133.96) 2213.0(66.65)
QGPG 88.1(2.04) 1333.9(41.91) 1816.2(94.51) 1939.6(39.13) 1609.5(17.02) 1730.8(15.54)

Q — Quitosana; QG- Quitosana e gelatina; QGG — Quitosana e gelatina reticulada com genipina; QGP
— Quitosana, gelatina e p6 de dentina; QGPG - Quitosana, gelatina e dentina reticulada com genipina.
a Simbolos diferentes representam diferencga significativa entre colunas (p<0.05).

Fonte: O autor



93

Figura 5.4 — Curva de liberagdo de proteinas totais das matrizes avaliadas ao decorrer dos tempos
experimentais. PBS sem matrizes (C). Media. Simbolos diferentes representam diferenca
estatisticamente significativa intragrupo (p<0.05)
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C — PBS sem matriz (Controle); Q — Quitosana; QG- Quitosana e gelatina; QGG — Quitosana e gelatina
reticulada com genipina; QGPG - Quitosana, gelatina e dentina reticulada com genipina. Simbolos
diferentes representam diferenca significante intragrupo (p<0.05).

Fonte: O autor
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A andlise estatistica entre grupos foi conduzida somente entre as matrizes que
ndo degradaram até o tempo experimental final. Assim, em todos os tempos
experimentais a quantidade de proteinas liberadas ao meio pela matriz reticulada
composta de quitosana, gelatina e dentina em p6 foi superior a matriz nao reticulada
de quitosana e gelatina e de quitosana pura (p<0.05). A comparacao entre grupos

pode ser observada na figura 5.5

Figura 5.5 — Quantidade média de proteinas totais liberadas ao meio pelas das matrizes avaliadas no
decorrer dos tempos experimentais
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Q — Quitosana; QGG — Quitosana e gelatina reticulada com genipina; QGPG - Quitosana, gelatina e

dentina reticulada com genipina. 2¢Letras diferentes representam diferenca significante entre grupos
(p<0.05).

Fonte: O autor
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5.3 Caracterizagao biologicain vitro

5.3.1 Ensaio de citotoxicidade

No que se refere a porcentagem de células viaveis, nenhum dos meios
condicionados pelas matrizes desenvolvidas reduziu a viabilidade celular a niveis
inferiores a 60% em 24 e 48 horas de cultivo. A porcentagem de viabilidade em 24
horas foi semelhante nas células cultivadas em médio condicionado com as matrizes
reticulada ou ndo compostas de quitosana, gelatina e pé de dentina (p>0.05), porém
somente quando reticulada, a viabilidade foi superior as células cultivadas em meio
condicionado a todas as demais matrizes (p<0.05). Células expostas a quitosana pura
apresentou o menor porcentual de viabilidade (p<0.05), sendo semelhante somente
quando esta matriz foi associada a gelatina (p>0.05). No tempo experimental de 48
horas, a maior e menor viabilidade continuou sendo referente as células cultivadas
aos meios condicionados com matriz reticulada de quitosana, gelatina e dentina em
pd e com quitosana pura (p<0.05), respectivamente, porém nenhumas das matrizes
apresentaram similaridade entre si neste tempo experimental (p<0.05). A porcentagem
de células-tronco viaveis apés 24 e 48 horas de contato com meio condicionado pelas

matrizes estudadas pode observada na figura 5.6.

Figura 5.6 - Porcentagem (%) de células-tronco da papila apical dentaria viaveis apos 24 (A) e 48 (B)
horas em meio de cultura celular condicionado com diferentes matrizes.
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Q — Quitosana; QG- Quitosana e gelatina; QGG — Quitosana e gelatina reticulada com genipina; QGP
- Quitosana, gelatina e dentina; QGPG - Quitosana, gelatina e dentina reticulada com genipina. &4
Letras diferentes representam diferenca significante entre gruposl! (p<0.05).

Fonte: O autor
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A comparacao intragrupo através da absorbancia do meio condicionado apdés
cultura celular demonstrou que somente o meio condicionado pela matriz reticulada
de quitosana, gelatina e dentina em po6 e 0 grupo controle apresentaram aumento de
densidade optica ente 24 e 48 horas (p<0.05), sendo que todos os demais grupos
apresentou similaridade entre os dois tempos experimentais (p>0.05). A comparacéo
entre grupos apresentou que a matriz de quitosana pura obteve a menor densidade
Optica entre os grupos, sendo semelhante somente ao meio condicionado por
guitosana com gelatina no tempo de 24 horas de cultivo (p>0.05), e diferente de todos
0S grupos no tempo de 48 horas (p<0.05). Ja a maior densidade 6ptica foi alcancada
pelo meio condicionado pela matriz reticulada de quitosana, gelatina e dentina em po,
sendo semelhante a sua versao nao reticulada no tempo de 24 horas (p>0.05), e
diferente de todas as matrizes em 48 horas (p<0.05). A comparacao intra e entre

grupos da absorbancia do meio condicionado pelas matrizes estudadas nos tempos

de 24 e 28 horas pode ser observada na figura 5.7.

Figura 5.7 — Densidade 6ptica por meio da absorbancia do meio de cultura celular condicionado com
as diferentes matrizes sobre células-tronco da papila apical dentaria humana
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C — Meio néo condicionado (Controle); g - Quitosana; QG- Quitosana e gelatina; QGG — Quitosana e
gelatina reticulada com genipina; QGP - Quitosana, gelatina e dentina; QGPG - Quitosana, gelatina e
dentina reticulada com genipina. ( * ) representa diferenca intragrupo (p<0.05). Letras e simbolos
diferentes representam diferenga significante entre grupos no tempo de 24 e 48 horas de cultivo,
respectivamente (p<0.05).

Fonte: O autor
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Nos seguintes testes ndo foram empregadas as matrizes néo reticuladas
compostas por quitosona e gelatina com ou sem adi¢do de dentina em p6 devido a
alta taxa de degradacdo estrutural que apresentaram impossibilitando a adequada

realizacdo dos testes.

No que se refere ao teste de contato direto, as fotomicrografias obtidas
mostram intimo contato das células com as matrizes assim como um comportamento

celular semelhante ao controle (Figura 5.8).
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Figura 5.8 — Fotomicrografias das matrizes (#) em contato direto com as células-tronco da papila dental
humana aos 2 (B-D) e 8 (F-H) dias. Matrizes a base de quitosana pura (B,F). Matrizes
reticuladas a base de quitosana e gelatina (C,G). Matrizes reticuladas a base de quitosana

e gelatina com adicao de dentina em p6 (D,H). Células sem presenca das matrizes aos 2
(A) e 8 (E) dias. Aumento 20X

Fonte: O autor
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5.3.2 Morfologia, adeséo e proliferagcao celular nas matrizes

As eletromicrografias da superficie das matrizes de quitosana pura mostraram
a presenca células-tronco em forma de esferoides no 4° dia. Na matriz reticulada
composta por quitosana e gelatina observou-se células com forma de esferoides ao
4° dia, porém, houve presenca de algumas células espraiadas no 8° dia. Ja na matriz
reticulada composta por quitosana e gelatina com adicéo de dentina em p0, as células
apresentaram morfologia semelhante as do controle no 4° dia, observando-se células
espraiadas com presenca de prolongac¢fes do seu citoesqueleto (filipodea) aderidos
na superficie, onde no 8° dia, a superficie da matriz apresentava-se completamente

coberta pelas células-tronco (figura 5.9).

Figura 5.9 — Eletromicrografias das células-tronco da papila humana nas matrizes aos 4 (A-D) e 8 (E-
J) dias. Matrizes a base de quitosana pura (E,F). Matrizes reticuladas a base de quitosana
e gelatina (A,B,H,G). Matrizes reticuladas a base de quitosana e gelatina com adicao de
dentina em po6 (C,D,1,J). Células cultivadas em discos de poliestireno aos 4 (a) e 8 (b) dias.
Setas indicam filipédeas

Fonte: O autor
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Os grupos das matrizes reticuladas de quitosana e gelatina com ou sem adicao
de dentina em po e o grupo controle apresentaram maior da viabilidade celular aos 8
dias em relacdo ao 4° dia (p<0.05), sendo que a quitosana pura se manteve
semelhante entre 4 e 8 dias (p>0.05). Todos os grupos diferiram entre si quando
avaliados no 4° dia (p<0.05), sendo que a quitosana pura e 0 grupo controle obtiveram
0 menor e o maior valor de absorbancia, respectivamente. No entanto, ao 8° dia, a
matriz reticulada de quitosana e gelatina e o grupo controle foram semelhantes entre
si (p>0.05), apresentando os maiores valores de absorbancia quando comparado aos
demais grupos (p<0.05). A quitosana pura manteve o menor quando avaliada no 8°

dia (p<0.05) (Figura 5.10).

Figura 5.10 — Densidade 6ptica da viabilidade celular nos diferentes tipos de matrizes solidas avaliadas
no tempo de 4 e 8 dias
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C — Células cultivadas em discos de poliestireno (Controle); Q - Quitosana; QGG — Quitosana e gelatina
reticulada com genipina; QGP - Quitosana, gelatina e dentina; QGPG - Quitosana, gelatina e dentina
reticulada com genipina. ( * ) representa diferenca intragrupo (p<0.05). Letras e simbolos diferentes
representam diferenca significante entre grupos no tempo de 4 e 8 dias de cultivo, respectivamente
(p<0.05).

Fonte: O autor
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5.3.3 Diferenciagdao celular

As matrizes reticuladas a base de quitosana e gelatina com adicéo de dentina
em po induziram maior diferenciacdo celular com formacdo de ndOdulos de
mineralizagdo quando comparadas com as outras matrizes (p<0.05), sendo
semelhante ao grupo controle (p>0.05). A reticulacdo com genipina associada com a
adicdo de gelatina a quitosana promoveu maior diferenciacdo que a quitosana pura
(p<0.05), porém esta inducéo foi menor que o grupo controle e a matriz acrescida de

dentina em po (p<0.05) (Figura 5.11).

Figura 5.11 — Densidade Optica da diferenciacédo celular nas matrizes.
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C — Células cultivadas em discos de poliestireno (controle); Q — Quitosana; QGG — Quitosana e gelatina
reticulada com genipina; QGGP - Quitosana, gelatina e dentina reticulada com genipina. ¢ Letras
diferentes representam diferenca significante entre grupos (p<0.05).

Fonte: O autor
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5.4  Caracterizagdo microbioldgica in vitro

A presenca das matrizes interferiu no crescimento normal dos E. faecalis em
suspensao, sendo que em 6 horas de incubacg&o as matrizes compostas de quitosana
pura apresentaram menor quantidade de UFC/ml que as demais matrizes e o0 grupo
controle (p<0.05), sendo seu niumero semelhante a sua contagem inicial (p>0.05). A
guantidade bacteriana em presenca da matriz reticulada de quitosana e gelatina com
ou sem adicdo de dentina em p6 foi semelhante entre si (p>0.05), porém apresentou
valores superiores a quitosana pura e inferiores ao controle neste tempo experimental
(p<0.05). Em 24 horas, a matriz reticulada de quitosana, gelatina e dentina em po6 e
de quitosana pura foram semelhantes entre si (p>0.05), porém com niveis inferiores
de UFC quando comparado com a matriz ndo reticulada de quitosana, gelatina e
dentina em pé e com o controle (p<0.05). No entanto, em 48 horas, 0 menor nimero
de UFC foi na presenca da matriz reticulada de quitosana, gelatina e dentina em poé
(p<0.05), valor que foi semelhante a sua contagem inicial (p>0.05). O maior valor
obtido neste tempo foi na presenca da matriz ndo reticulada de quitosana e gelatina

(p<0.05), que foi semelhante ao controle (p>0.05).

A comparacao intra e entre grupos e a curva de crescimento bacteriano do E.
faecalis na presenca das diferentes matrizes de quitosana analisadas pode ser
observada na figura 5.12.
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Figura 5.12 - Curva de crescimento bacteriano (A) e Box Plot (B) do nimero de bactérias (UFC/ml) em
suspenséao coletadas do meio em presenca das matrizes avaliadas em 6, 24 e 48 horas
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C — Bactérias em suspensdo sem presenc¢a de matriz (controle); Q — Quitosana; QGG — Quitosana e
gelatina reticulada com genipina; QGPG - Quitosana, gelatina e dentina reticulada com genipina.
Simbolos diferentes representam diferenga intragrupo (p<0.05). ®¢Letras diferentes representam
diferenca significante entre grupos em diferentes tempos experimentais (p<0.05).

Fonte: O autor

No que se refere a curva de crescimento resultante do contato de E. faecalis
com derivados das matrizes, pode-se observar que todos o0s grupos tiveram
comportamento semelhante com crescimento significativo desde o tempo inicial até
as 24 horas (p>0.05). No entanto, somente o grupo da matriz reticulada de quitosana,
gelatina e dentina em po teve reducéo significativa entre 24 e 48 horas (p<0.05), sendo
este valor semelhante a contagem no seu tempo experimental de 6 horas (p>0.05). A
contagem de UFC/ml nos tempos de 6 e 24 horas demonstrou menores medias nos
grupos da matriz reticulada de quitosana, gelatina e dentina em po e de quitosana
pura, apresentando diferenca significante com a matriz ndo reticulada de quitosana e
gelatina e o grupo controle (p<0.05). J&4 no tempo de 48 horas, somente a matriz
reticulada de quitosana, gelatina e dentina em p6 apresentou valor inferior (p<0.05),

sendo os demais grupos semelhantes entre si (p>0.05) (Figura 5.13).
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Figura 5.13 - Curva de crescimento bacteriano (A) e Box Plot (B) do nimero de bactérias (UFC/ml) em
suspenséo coletadas do meio acrescido com soro fisiolégico condicionado com as
diferentes matrizes avaliadas
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C — Bactérias em suspensdo sem presenca de matriz (controle); Q — Quitosana; QGG — Quitosana e
gelatina reticulada com genipina; QGPG - Quitosana, gelatina e dentina reticulada com genipina.
Simbolos diferentes representam diferenca intragrupo (p<0.05). @bLetras diferentes representam
diferenca significante entre grupos em diferentes tempos experimentais (p<0.05).

Fonte: O autor
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Figura 5.14 — Eletromicrografias das bactérias na superficie das matrizes as 48 horas. Matrizes a base
de quitosana pura (C,D). Matrizes reticuladas a base de quitosana e gelatina (F,G).
Matrizes reticuladas a base de quitosana e gelatina com adicao de dentina em pé (H,I).
Bacterias cultivadas em discos de celulose (A,B)
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Fonte: O autor
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A observacao da superficie das matrizes apés o cultivo bacteriano demonstrou
a adesdo das bactérias em todos 0s grupos, no entanto, quando a matriz foi reticulada,
houve menor tendéncia de adeséo, e a adicdo de dentina em po limitou esta adesao
(Figura 5.14).



107

6 DISCUSSAO

As matrizes com uso potencial em endodontia regenerativa devem possuir
caracteristicas adequadas que permitam a adesdo, migracdo, proliferacdo e
diferenciacao celular para assim poderem regenerar os tecidos do complexo dentino-
pulpar (Prescott et al., 2008; Huang et al., 2010; Kim et al., 2010; Nakashima et al.,
2017; Galler et al., 2018; Widbiller et al., 2018b). Adicionalmente, é desejavel que as
matrizes apresentem atividade antimicrobiana para poder controlar o efeito deletério
das bactérias residuais no processo de regeneracao (Verma et al., 2017). Nisto, a
fracdo organica da dentina humana tem em seu interior varios fatores de crescimento
e peptideos antimicrobianos fossilizados, que lhes conferem propriedades bioativas
como a osteoinducédo, a formacdo de dentina reparadora, a neovascularizacao, a
quimiotaxia celular e propriedades bacteriostaticas (Machado 1992; Machado et al.,
2006; Smith et al., 2012a, Smith et al., 2012b; Widbiller et al., 2018b). No presente
estudo, essas biomoléculas foram extraidas da dentina em p6 e imobilizadas durante
0 processo de elaboracdo de matrizes de quitosana com associagdes, no qual se
observou que quando reticulada resultou na adeséo, proliferacdo e mineralizagéo de
células-tronco da papila apical dentaria humana, no entanto, a incorporacédo da
dentina em po lhe conferiu atividade bacteriostatica sobre E. faecalis em suspenséo,
e limitou a adeséo dessas bactérias em sua superficie.

As matrizes estudadas foram elaboradas empregando o método de
congelamento e liofilizacdo obtendo matrizes soélidas porosas, resultado também
observado por outros autores (Madihally; Matthew,1999; O’Brien et al. 2005; Chen;
Fan,2007; Yang et al. 2012; Garg et al. 2012, Qu et al., 2015; Bellamy et al. 2016;
Asghari Sana et al., 2017). Adicionalmente, p6 de dentina humana foi obtida atraves
de vérios ciclos de moagem, e as particulas padronizadas em tamanho, obtendo
didmetros menores de 40 um (Figura 5.1). Neste particular, Aubeaux et al. (2016)
reportaram que o tamanho da particula de pé influencia na quantidade de proteinas
extraidas, onde maiores quantidades podem ser extraidas quando as particulas séo
menores que 150 um de diametro. Assim, o didmetro utilizado menor que 40 pm é
adequado para favorecer a extracdo das proteinas contidas na matriz organica da
dentina em po, e permitir sua utilizagdo em matrizes para endodontia regenerativa.

As proteinas da dentina podem ser extraidas pela acdo desmineralizadora de acidos,
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tais como o EDTA (Jones; Leaver 1974; Thomas; Leaver,1975; Smith et al., 1990;
Finkelman et al.,1990; Bessho et al.1991; Martin-De Las Heras, et al. 2000; Zhang et
al., 2011; Smith et al., 2012b Thomson et al. 2013; Ducan et al., 2017; Widbiller et al.,
2017; Widbiller et al., 2018a), acido cloridrico (Machado et al., 2013), acido fosférico
(Salehi et al., 2016) e acido citrico (lvica et al.,, 2019). No entanto, é importante
estabelecer que a quitosana precisa de solugbes com pH menor de 4,6 para sua
dissolucdo, sendo o &cido acético amplamente empregado para esse fim (Suh;
Matthew, 2000). Por este motivo, o acido acético foi utilizado no presente ensaio para
a extracao de proteinas contidas na matriz organica da dentina em po, fato que foi
confirmado em estudo piloto previamente realizado (Apéndice A). Widbiller et al.
(2017) reportaram que a energia ultrassonica potencializa a acdo do EDTA na
extracdo de proteinas da dentina humana. Assim, o &cido acético utilizado foi
ultrassonificado para maior extracdo de proteinas da dentina em p6, acdo também
confirmada previamente no estudo piloto, em que as particulas de dentina em pé
ultrassonificadas e agitadas no &cido acético obtiveram liberacdo de proteinas
significativamente maior que quando somente eram agitadas (p<0.05).

No que se refere a morfologia da matriz empregada, a porosidade € uma
caracteristica importante a ser avaliada porque influencia no comportamento celular.
Assim, poros inferiores a 90 um impedem a penetracéo celular e poros superiores a
500 pum inibem a adesao celular (O"brien, et al., 2005; Garg, et al. 2012). Além disso,
tem sido reportado na literatura que o tamanho médio superior a 150 um e inferior de
400 um permitem a adeséo e proliferacdo de células-tronco de origem dental (Guan
etal.,2015; Qu et al., 2015; Yu et al.,2019). No presente estudo as matrizes compostas
de quitosana pura apresentaram poros com tamanho médio de 227 um, entretanto,
guando foi adicionada a gelatina, o tamanho dos poros aumentou para 240 pm, porém
sem diferenca significativa (p>0,05). Aumento significativo a estes valores com média
de 295 pm puderam ser observados com a adi¢cdo da dentina em po6 (p<0,05). No
entanto, os valores das cinco matrizes adquiridas estdo dentro do intervalo entre 150
e 400 um. Para limitar a rapida degradacdo da estrutura da matriz foi adicionado a
genipina como reticulante. Nisto, pdde-se observar que a matriz de quitosana e
gelatina obtiveram alteracédo do diametro de 240 um para 211 um quando reticulada,
porém, sem diferenca significativa entre os valores (p>0,05). Nas matrizes com adi¢éo
de dentina em po esta alteracdo foi de 295 um para 166 um quando reticulada, sendo
esse valor significativamente menor que todos os grupos (p<0,05). Todavia, mesmo
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assim, todas as matrizes desenvolvidas se apresentaram dentro do intervalo
adequado para o crescimento celular. A rugosidade da superficie da matriz é outro
ponto importante a ser analisado, pois segundo estudo de Kwon et al. (2015), o
aumento da rugosidade superficial da matriz melhora a adesdo e o comportamento
celular. A adicao de p6 de dentina nas matrizes a base de quitosana e gelatina com
reticulagcdo ou ndo, resultou em superficies rugosas quando observadas através de
microscopia eletrénica de varredura, sugerindo ser um ambiente favoravel para a
regeneracao endodontica.

Dentro das caracteristicas fisico-quimicas, a adequada taxa de degradacéo &
fundamental para permitir a substituicdo da matriz pelos tecidos neoformados (Galler
et al.,, 2011a). Palma et al. (2017) observaram que a presenca de residuos néo
degradados de matrizes compostas de quitosana e acido hialurénico afetaram
negativamente a regeneragao no interior do canal radicular. No presente estudo, a
degradacdo das matrizes foi avaliada através da perda de massa em contato com uma
solucdo com composicdo acelular idbnica semelhante ao plasma sanguineo humano
com adicdo de lisozima, conhecida enzima sanguinea que possui atividade de
degradacéo sobre a quitosana (Brouwer et al., 1984; Oyane et al., 2002). Assim, a
estrutura das matrizes que continham gelatina sem reticulagcdo foi completamente
degradada nos tempos iniciais entre o 2° e 8°dia do ensaio. Essa rapida degradacao
poderia ser explicada pela instabilidade quimica da estrutura formada pela matriz
principal associada a um segundo composto e auséncia de um agente reticulante
(Moura et al., 2011; Kwon et al., 2015; Zhang et al., 2016), e a alta taxa de degradacao
que apresenta o colageno e seus derivados como a gelatina (Huang et al., 2006; Qu
et al., 2015). A rapida degradacédo da matriz no interior do canal radicular poderia levar
ao deslocamento das células resultando em espagos vazios que comprometeriam a
neoformacéo tecidual (Huang et al., 2006). Para limitar o efeito negativo da rapida
degradacéo, a genipina foi utilizada como agente reticulante com base no estudo de
Moura et al. (2011), que observaram a efetividade da reticulagdo da genipina sobre a
matriz a base de quitosana e gelatina em forma de hidrogel. Adicionalmente, Kwon et
al. (2015) demonstraram que a genipina possui biocompatibilidade superior aos
reticulantes sintéticos e possui capacidade de induzir a diferenciacdo odontogénica
de células-tronco da polpa dentaria. Neste contexto, a reticulacdo utilizando genipina
em matrizes compostas de quitosana no presente estudo obteve taxa de degradacéo

significativamente menor com porcentual inferior de 42% no tempo experimental de
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32 dias (p<0.05). Contudo, embora tenha sido utilizada uma solugdo quimicamente
semelhante ao plasma sanguineo, estas informacfes in vitro necessitam ser
corroboradas por ensaios in vivo para determinar se esta taxa de degradacéo das
matrizes reticuladas € adequada ou néo, para favorecer a regeneracao no interior do
canal radicular, na presenca das células do sistema imunoldgico.

A taxa de embebicéo tem sua importancia relacionada a troca de nutrientes e
eliminacao de subprodutos do metabolismo celular. Os resultados demonstraram que
as matrizes de quitosana apresentaram menores taxas de embebicdo quando
reticuladas (p<0.05), sem diferenca entre os tempos experimentais de 4 e 8 horas
(p>0.05). Nisto, pode-se inferir que a reticulagdo limitou a absor¢cdo de liquidos,
atingindo equilibrio hidroeletrolitico em 4 horas de contato. As matrizes nao reticuladas
avaliadas atingiram valores maiores (p<0.05), porém, também adquirindo equilibrio
em 4 horas de contato. Diversos autores justificam o uso de hidrogéis devido a sua
possivel melhor adaptagéo no interior do canal radicular (Galler et al., 2011a; Rosa et
al, 2013; Fukushima et al., 2019). Nesse sentido, a embebicdo apresentada pelas
matrizes solidas desenvolvidas seria favoravel, uma vez que a expansao higroscopica
observada poderia permitir melhor adaptacédo da matriz a parede do canal. No entanto,
futuros estudos para confirmar esta hipotese e o valor ideal de expansdo séo
recomendados.

A importancia da liberacao de proteinas da matriz dentinaria esta relacionada
a presenca de fatores de crescimento, isto porque dentre as diversas proteinas
contidas na dentina, uma pequena fracdo corresponde a fatores de crescimento
(Smith et al.,2016). A andlise da curva de liberacéo de proteinas totais no decorrer do
tempo demonstrou que com a excecao da quitosana pura e o controle negativo, todas
as matrizes avaliadas liberaram proteinas do 1° ao 32° dia. Quando comparadas as
matrizes com grau de degradacdo semelhante, observou-se que dentre as matrizes
reticuladas e de quitosana pura, a adicdo de dentina em p6 promoveu maior liberacao
de proteinas em todos os tempos experimentais (p<0,05), 0 que sugere que uma
fracdo destas proteinas liberadas € proveniente do p6 de dentina adicionado na
matriz. Estes resultados estdo de acordo com Aubeux et al. (2016) que observaram
gue a incorporacao de p6 de dentina a matriz resultou na liberacédo de proteinas da
parte organica da dentina em p4. As matrizes néo reticuladas foram excluidas da
comparacao entre grupos devido a rapida degradacgéo apresentada, que inviabilizaria

sua utilizacdo como matriz adequada para a regeneracao.
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Independente da composicdo das matrizes, elas e seus subprodutos de
degradacdo ndo devem apresentar efeitos citotdxicos que poderiam interferir na
regeneracao dos tecidos. A viabilidade celular em presenca do meio condicionado
com as matrizes demonstrou que nenhum meio promoveu viabilidade celular inferior
a 60%. Adicionalmente, observou-se contato intimo das células com as matrizes.
Assim, pode-se afirmar que tanto as matrizes como 0s subprodutos da sua
degradacédo ndo apresentaram efeito citotoxico sobre as células tronco. No entanto,
observou-se que a adicdo de dentina em pd promoveu maior viabilidade celular, que
foi aumentada no tempo experimental de 48 horas (p<0,05). Estes resultados podem
estar relacionados com as proteinas liberadas da dentina em pé que foi observada no
teste de liberac&o de proteinas totais.

Na engenharia tecidual, as células requerem um substrato para se aderir e
permitir sua proliferagéo e diferenciagdo no tecido alvo (Galler et al., 2011a; Garg et
al., 2012). No presente estudo, ndo foi observada ades&do celular na matriz de
quitosana pura, fato evidenciado pelas poucas células esferoidais visualizadas na sua
superficie por meio de eletromicrografias obtidas através de microscopia eletrénica de
varredura (Figura 5.9f). Esta falta de aderéncia pode ser justificada devido a sua baixa
hidrofilicidade (Kim et al., 2009). Em concordancia a estes resultados, Chen e Fan
(2007), Kim et al. (2009) e Asghari Sana et al. (2017) também reportaram células
esferoidais na superficie de matrizes de quitosana pura. Nas matrizes reticuladas com
genipina compostas por quitosana e gelatina observou-se a adesdo de algumas
células-tronco, fato evidenciado pela presenca de células espraiadas na superficie da
matriz (Figura 5.9h). Isto pode-se explicado pela a adicdo de gelatina, a qual é
composta pela sequéncia de peptideos arginina-glicina-acido aspartico que modulam
a adesao celular (Asghari Sana et al.,2017). Além disso, a reticulagdo das matrizes
também pode ter contribuido na adesdo celular através da melhoria das
caracteristicas fisico-quimicas da matriz (Qu et al., 2015; Zhang et al., 2016; Kwon et
al.,2015). J& nas matrizes reticuladas compostas por quitosana e gelatina com adicédo
de dentina em po, as células-tronco apresentaram-se espraiadas com morfologia
semelhante aos fibroblastos com presenca de numerosos filamentos — filopddios —
estabelecendo contato com outras células e a superficie do material. Ainda, no oitavo
dia, essas células cobriram completamente a superficie da matriz, 0 que evidencia
uma adequada adesdo celular nesse substrato (Figura 5.9j)). Desta forma, a

incorporacao de dentina em p6 melhorou notavelmente a adeséo celular nas matrizes,
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possivelmente devido a rugosidade da superficie dessas matrizes, uma vez que é
conhecido que o aumento da rugosidade do substrato potencializa a adeséo celular
(Kwon et al., 2015; Ivica et al., 2019).

No que se refere a proliferacdo celular, a mesma foi avaliada por meio da
viabilidade celular entre os tempos de 4 e 8 dias. Nisto, observou-se que 0s grupos
de matrizes reticuladas tiveram maior proliferacdo em relacdo a quitosana pura
(p<0,05), e que a adicao de dentina em p6 aumentou significativamente a proliferacao
(p<0,05). Estes achados tém seu contexto baseado na capacidade da genipina em
contribuir na proliferacéo de células-tronco (Kwon et al.,2015). Adicionalmente, fatores
de crescimento podem ter sido extraidos da dentina em pé pela acédo do &cido acético
empregado para a dissolugcédo da quitosana, o que justifica maiores valores no grupo
contendo dentina em po (p<0,05). Nisto, Galler et al. (2018) demonstraram que
extratos dentinarios promovem a proliferacdo de células inoculadas na matriz, e
consequentemente favorecem a neoformacgao tecidual. No entanto, os autores
destacaram que para que haja regeneracdo pulpar, estes extratos — proteinas
bioativas — necessitam ser imobilizadas na estrutura da matriz. Neste particular, é
conhecida a capacidade endbégena da quitosana de se ligar aos fatores de
crescimento (Kim et al., 2008; Yang et al., 2012; Bellamy et al., 2016). Assim, a
guitosana empregada como base para a elabora¢do da matriz resultou na fixacao das
proteinas extraidas da dentina bem como sua liberacdo controlada. A comparacao
entre os tempos demonstrou auséncia de proliferacdo entre o 4° e 8° dia,
provavelmente devido a falta de adesdo celular na superficie da matriz visto por
microscopia eletronica de varredura.

A diferenciacdo de células-tronco da papila dental inoculadas nas diferentes
matrizes foi avaliada por meio da capacidade de formag&o de nddulos mineralizados
corados por vermelho de alizarina. Assim, a formacao destes nédulos na matriz
reticulada com adicdo de dentina em po foi significativamente maior que quando
comparado com as outras matrizes (p<0.05). O efeito osteoindutor da dentina é
amplamente conhecido (Machado, 1992; Machado et al., 2006), no qual se deve a
presenca de fatores de crescimento fossilizados na matriz organica da dentina (Smith
et al., 1990; Finkelman et al.,1990; Bessho et al.1991; Zhang et al., 2011; Thomson et
al. 2013; Smith et al., 2016; Duncan et al.,2017; Widbiller et al.,2017). A incorporagéo
desses fatores durante o processo de elaboragdo da matriz, e posterior liberacéo,

pode explicar o resultado obtido neste estudo.
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A matriz reticulada de quitosana e gelatina induziu a formacao de nodulos de
mineralizagdo em quantidade significativamente maiores que a matriz de quitosana
pura (p<0.05) e menores que a matriz com adicdo de dentina em po (p<0.05). Tem
sido reportado que a genipina induz a formacao de tecidos mineralizados a partir de
células-tronco de origem dentaria em matrizes compostas de colageno (Kwon et
al.,2015). No presente estudo, esse mesmo efeito também foi observado.

Matrizes compostas com potencial antibacteriano é anseio de estudos
buscando regeneracdo endodontica (Chatzistavrou et al. 2014; Kwon et al. 2017;
Ducret et al. 2019), no entanto, esta propriedade sendo avaliada com os compostos
da matriz de forma conjunta, bem como sua interacdo com as demais propriedades
bioldgicas e fisico-quimica da matriz tem sido pouco explorada. No presente estudo,
foi observada a normalidade da curva de crescimento do E. faecalis no grupo controle,
composta da fase logaritmica nas seis primeiras horas, seguido da fase estacionaria
com duracao de 24 horas, e posterior declinio a partir de 24 horas conforme descrito
na literatura (Portenier et al., 2005). Com base nesta curva, péde-se observar que a
presenca da matriz de quitosana pura apresentou comportamento diferente,
retardando a fase logaritmica com inicio em 6 horas e término em 24 horas. As
solucdes de quitosana possui efeito antibacteriano reconhecido por estudos prévios
(Kim et al., 1997; Fei Liu et al., 2000), contudo esse efeito é influenciado por fatores
intrinsecos como a fonte de obtencao, grau de desacetilacdo, peso molecular, pH e
associacfes com outras sustancias (Hosseinnejad e Jafari, 2016). Além disso,
Sarasam et al. (2008) observaram que o efeito antibacteriano da quitosana sobre
patbgenos orais € contato dependente. Assim, a atividade antimicrobiana da
quitosana pura nas primeiras 6 horas poderia ser explicada pela sua alta taxa de
embebic&o que atingiu equilibrio em 4 horas. Esta embebicdo pode ter resultado na
maior area de contato da matriz com a suspensao bacteriana nas primeiras 6 horas.
Todavia, a quitosana quando reticulada obteve comportamento semelhante ao grupo
controle na fase logaritmica, pois houve a presenca de crescimento significativo do
namero de bactérias em relagdo ao tempo inicial (p<0,05), porém, menor que o
controle (p<0,05). A comparacdo deste grupo com a quitosana pura demonstrou
menor efeito antibacteriano (p<0,05), fato que poderia estar relacionado a sua menor
taxa de embebicado (p<0,05). Além disso, menores taxas de degradagao conferida as
matrizes reticuladas podem ter limitado a disponibilidade de quitosana na solucéo, e

consequentemente o efeito antibacteriano desta por ser contato dependente. A
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observacéo da fase de declinio representada no tempo de 48 horas demonstrou que
a adicdo de dentina em p6 promoveu menor nimero bacteriano quando comparado
aos outros grupos e ao controle (p<0,05), com nivel semelhante a contagem inicial
(p>0,05). Nisto, Smith et al. (2012b) observaram em seu estudo que a fracao organica
da dentina humana contém peptideos antimicrobianos com atividade bacteriostatica
sobre bactérias gram positivas comumente encontradas na cavidade oral, em
especifico o S. mutans, S. oralis e E. faecalis. Os resultados de atividade
antimicrobiana obtidos no presente estudo poderiam ser explicados pela adequada
extracdo, incorporacdo e imobilizacdo desses peptideos antimicrobianos durante o
processo de elaboracdo da matriz. Assim, a incorporacao de dentina em pé conferiu
atividade bacteriostatica sobre o E. faecalis. A interacdo da atividade antimicrobiana
com as propriedades fisico-quimica da matriz permite inferir que o declinio bacteriano
entre 24 e 48 horas no grupo com a presenca de dentina em pé esté relacionado com
a liberacéo de proteinas da matriz neste mesmo periodo.

A segunda parte do ensaio antibacteriano promoveu o contato de subprodutos
da matriz com o E. faecalis, no qual demonstrou que todos grupos apresentaram
crescimento bacteriano significativo do tempo inicial até as 24 horas (p<0,05), sendo
gue somente o grupo utilizando meio condicionado com matriz adicionada de dentina
em po obteve declinio significativo entre 24 e 48 horas (p<0,05), o que sugere que
peptideos imobilizados podem ser liberados ao meio mantendo sua atividade
antimicrobiana prolongada. O meio condicionado com a matriz reticulada de quitosana
e gelatina e de quitosana pura ndo reduziu significativamente o crescimento
bacteriano (p>0.05), Isto pode ter ocorrido devido a taxa de degradacao de ambas as
matrizes. Assim, 0 meio condicionado provavelmente poderia ndo possuir a
guantidade necesséria de quitosana para inibir o crescimento bacteriano.

Adicionalmente, foi observado pela microscopia eletronica de varredura que na
superficie das matrizes reticuladas de quitosana e gelatina e de quitosana pura houve
a presenca de numerosas bactérias aderidas. Todavia, a adicdo de dentina em po
resultou na adesdo limitada de bactérias a superficie da matriz, provavelmente,
também pela presenca de peptideos imobilizados na matriz desenvolvida.

Levando em consideracdo todas as caracteristicas ideais que as matrizes
devem possuir, a matriz reticulada a base de quitosana e gelatina com adicdo de
dentina em pé desenvolvida no presente estudo tem potencial para ser empregada na

regeneracdo das estruturas do complexo dentino pulpar, ja que apresenta efeito
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bacteriostatico e ao mesmo tempo, € adequada para o desenvolvimento celular. No
entanto, apesar dos resultados promissoérios observados, sdo necessarios estudos in
vivo, que primeiramente empreguem modelos experimentais em amimais, para
simular as condi¢des clinicas e observar o comportamento do sistema imunolégico do
hospedeiro, com o intuito de corroborar os achados do presente estudo in vitro. Esses
estudos contribuirdo para o melhor conhecimento de matrizes compostas de
quitosana associadas a biomoléculas da dentina em p0, e que por consequéncia,

podem levar a regeneracao endodontica.
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos e pela natureza das metodologias aplicadas

pode-se concluir que;

e Todas as matrizes analisadas apresentaram caracteristicas morfoldgicas
adequadas para o crescimento celular;

e A adicao de gelatina aumenta a taxa de degradacdo da matriz de quitosana.

e A reticulacdo com genipina das matrizes compostas de quitosana e gelatina
reduz a taxa de degradacéo e embebicao;

¢ A adicdo de dentina em p6 nas matrizes reticuladas compostas de quitosana e
gelatina permite a liberacdo prolongada de proteinas da matriz organica da
dentina incorporada;

e Todas as matrizes avaliadas assim como seus subprodutos da degradacéo sao
biocompativeis;

¢ A adicdo de dentina em pd nas matrizes reticuladas compostas de quitosana e
gelatina melhora a adeséo, proliferacéo e diferenciacéo celular na matriz;

¢ A adicdo de dentina em pd nas matrizes reticuladas compostas de quitosana e
gelatina lhe confere efeito bacteriostatico a matriz e limita a adeséo de bactérias
na sua superficie;

e A matriz reticulada com genipina composta de quitosana e gelatina com adi¢éao
de dentina em pé apresenta caracteristicas morfoldgicas, fisico-quimicas,
biolégicas e antimicrobianas adequadas para seu potencial emprego na terapia

endodontica regenerativa.
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APENDICE A - Avaliacdo da capacidade de extragao de proteinas do acido acético

Para a avaliacdo da capacidade de extracdo das proteinas contidas na matriz organica
do po6 de dentina pelo 4cido acético, foram testadas duas abordagens: no grupo AA,
0 p6 de dentina foi mantido em solucéo de acido acético 1% sob constante agitacéo
por 4 horas empregando um agitador magnético;.no grupo AAU, o pé de dentina foi
mantido em solucédo de acido acético 1% no interior de uma cuba ultrassénica sob
constante agitagao por 4 horas empregando um misturador de bancada acionado a
1000 rpm. Em todos os grupos a concentracdo de p6 de dentina na solucédo foi de
15% p/v. Como controle negativo foi empregado solucdo de &cido acético 1% sem
adicdo de po6 de dentina sob agitacdo constante por 4 horas. Apés, as solucdes de
cada grupo foram coletadas e centrifugadas a 4000 rpm por 20 min a 4°C. Entéo, os
extratos obtidos foram congelados a -80°C e armazenados até sua analise. Cada
grupo foi composto por 4 extratos preparados em tempos diferentes. A quantidade de
proteinas totais presentes no sobrenadante foi determinada pelo método de Lowry et
al. (1961).
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Assim, observou-se que o0 &cido acético promove a liberacdo das proteinas da
matriz organica do p6 de dentina, sendo que o emprego de ultrassom resultou numa

liberacao significativamente maior (Teste T; p<0,00001).
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