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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a agao antimicrobiana e a citotoxicidade em células da
polpa dentaria humana (CPDHs) de CIV modificados com quitosana (QT) e
hidroxiapatita (HAP). Amostras de 6x3mm de CIV modificados por 0,16%, 2% e 5%
de quitosana e 2%, 5% e 10% de hidroxiapatita foram avaliadas quanto a agao
antimicrobiana sobre biofilme bacteriano de S. mutans por meio de ensaio de MTT (3-
(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio), em dois tempos, 24h e 7 dias (n=30). Para
avaliacdo da citotoxicidade, amostras de 10x1mm de CIV controle (CIV-CT) e
modificados por 2% de quitosana (CIV-QT) e 5% de hidroxiapatita (CIV-HAP) foram
confeccionadas e avaliadas em dois tempos, imediato e 24 horas (n=6). As amostras
dos grupos 24 horas foram mantidas em placa de Petri com umidade relativa antes de
serem imersas no meio de cultura (DMEM), enquanto que as amostras dos grupos
imediato foram manipuladas e colocadas no meio de cultura apés 8 minutos. Para
avaliar a viabilidade mitocondrial de CPDHs apds os tratamentos, foi realizado o
ensaio MTT nos grupos experimental e controle (meio de cultura puro). Para analise
de morte celular, CPDHs expostas aos extratos foram colhidas e avaliadas por
citometria de fluxo usando corante de &acido nucleico 7-Amino-Actinomicina (PE-
7AAD) e proteina de ligagao de fosfolipideo anexina V (FITC-Anexina V). O pH dos
extratos foi determinado por meio de um medidor de pH de bancada digital. Para o
teste antimicrobiano, foi aplicado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk para
determinar o perfil ndo paramétrico dos grupos. Em seguida, foi realizado Kruskal-
Wallis seguido do teste de Dunnett, com p < 0.05. Para o teste de viabilidade celular,
a analise de Variancia a dois critérios (ANOVA two-way) foi aplicada para comparacgao
dos grupos experimentais, considerando como fatores “CIV” e “tempo de analise”. A
comparagao entre os grupos foi realizada teste de Tukey. Para comparagcéo dos
grupos experimentais com o controle meio de cultura puro (G1), foi realizado o teste
de Dunnett com com p < 0.05. Como resultado do teste antimicrobiano, 0,16% de
quitosana ao CIV apresentou menor quantidade de bactérias aderidas em 24 horas e
em 7 dias, enquanto que 2% apresentou menor quantidade de bactérias em 7 dias. O
CIV incorporado de hidroxiapatita na concentracdo de 5% apresentou redugao
bacteriana apds 7 dias. Os cimentos incorporados com 2% de QT e 5% de HAP foram
eleitos para a realizag&o do teste de citotoxicidade. Em relagdo a citotoxicidade, para

0 ensaio de MTT, no tempo imediato todos os materiais apresentaram toxicidade



semelhante as CPDHs. Apos 24 horas, o CIV-QT teve menor toxicidade em
comparagdo com os demais materiais (p<0.05), que apresentaram redugédo do
metabolismo celular semelhante para 24 horas. Quanto a analise de morte celular, a
porcentagem de células viaveis para CIV-CT foi de 66,8% e 69,5% para os grupos
imediato e 24h, respectivamente, para CIV-QT foi de 70,5% e 71,4% para os grupos
imediato e 24h, respectivamente e para CIV-HAP foi de 66,9% e 69,7% para os grupos
imediato e 24h, respectivamente. A apoptose foi o mecanismo principal desencadeado
pelas CPDHs. A citotoxicidade para todos os eluatos, com excec¢ao do controle meio,
foi considerada leve. A incorporacdo de 2% de quitosana e 5% de hidroxiapatita
potencializaram a acgdo antimicrobiana do CIV; Todos os cimentos apresentaram
citotoxicidade leve. O CIV modificado por quitosana foi o que apresentou maior
viabilidade celular apds 24 horas. A incorporagdo de hidroxiapatita néo alterou a

caracteristica citotoxica do cimento.

Palavras-chave: Biocompatibilidade. Materiais biocompativeis. Cimentos ionoméricos.

Streptococcus mutans. Cultura de Células.



ABSTRACT

To evaluate the antimicrobial action and cytotoxicity in human dental pulp cells
(HDPCs) of GICs modified with chitosan (CH) and hydroxyapatite (HAP). 6x3mm
samples of CIV modified by 0.16%, 2% and 5% chitosan and 2%, 5% and 10%
hydroxyapatite were evaluated for antimicrobial action on bacterial biofilm of S. mutans
by MTT assay (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium), in two times, 24h
and 7 days (n=30). To evaluate cytotoxicity, 10x1mm samples of control GIC (GIC-CT)
and modified by 2% chitosan (GIC-CH) and 5% hydroxyapatite (GIC-HAP) were
prepared and evaluated at two times, immediate and 24 hours. (n=6). The samples
from the 24h groups were kept in a Petri dish with relative humidity before being
immersed in the culture medium (DMEM), while the samples from the immediate
groups were manipulated and placed in the culture medium after 8 minutes. To
evaluate the mitochondrial viability of HDPCs after the treatments, the MTT assay was
performed in the experimental and control groups (pure culture medium). For cell death
analysis, HDPCs exposed to the extracts were harvested and evaluated by flow
cytometry using 7-Amino-Actinomycin (PE-7AAD) nucleic acid dye and annexin V
phospholipid binding protein (FITC-Annexin V). The pH of the extracts was determined
using a digital benchtop pH meter. For the antimicrobial test, the Shapiro-Wilk normality
test was applied to determine the non-parametric profile of the groups. Then, Kruskal-
Walllis was performed followed by Dunnett's test, with p < 0.05. For the cell viability
test, two-way analysis of variance (two-way ANOVA) was applied to compare the
experimental groups, considering as factors “GIC” and “time of analysis”. The
comparison between groups was performed using the Tukey test. To compare the
experimental groups with the control pure culture medium (G1), the Dunnett's test was
performed with p < 0.05. As a result of the antimicrobial test, 0.16% of chitosan to the
GIC had a lower amount of bacteria adhered in 24h and in 7 days, while 2% had a
lower amount of bacteria in 7 days. The GIC incorporated with hydroxyapatite at a
concentration of 5% showed bacterial reduction after 7 days. Cements incorporated
with 2% CH and 5% HAP were chosen for the cytotoxicity test. Regarding cytotoxicity,
for the MTT assay, in the immediate time all materials showed toxicity similar to
HDPCs. After 24 hours, GIC-CH had lower toxicity compared to the other materials
(p<0.05), which showed a similar reduction in cellular metabolism at 24h. Regarding

the analysis of cell death, the percentage of viable cells for GIC-CT was 66.8% and



69.5% for the immediate and 24h groups, respectively, for GIC-CH it was 70.5% and
71.4 % for the immediate and 24h groups, respectively, and for GIC-HAP was 66.9%
and 69.7% for the immediate and 24h groups, respectively. Apoptosis was the main
mechanism triggered by HDPCs. Cytotoxicity for all eluates, with the exception of the
medium control, was considered slight. The incorporation of 2% chitosan and 5%
hydroxyapatite potentiated the antimicrobial action of GIC; All cements showed slight
cytotoxicity. The chitosan-modified GIC showed the highest cell viability after 24 hours.
The incorporation of hydroxyapatite did not change the cytotoxic characteristic of the

cement.

Keywords: Biocompatibility. Biocompatible materials. lonomeric cements.

Streptococcus mutans. Cell Culture.



SUMARIO

1 INTRODUGAO GERAL .....cotereerneiresseressessssssesessessssssssasssssssssssssssssssssssssssssssnens
2 CONCLUSAO GERAL ......coucrtrerererseesssesessesessssesassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes
REFERENCIAS DA INTRODUGAO.........cccormrereecrerts e ereres e sesesesss e e e sasassseees



11

1 INTRODUGAO GERAL

O cimento de iondbmero de vidro (CIV) é produto da reagdo de acidos
poliméricos fracos com pd de vidro de caracteristica basica. O liquido é composto
principalmente de acido poliacrilico, podendo conter também outros poliacidos, como
acido tartarico, itaconico, maleico, os quais modulam a reagdo e interferem nas
propriedades reolégicas do material. O p6 contém vidro e outros elementos como
estréncio, fosfato, zinco, calcio ou sédio, embora algumas formulagcbes apresentem
os acidos na forma liofilizada em sua estrutura (.

Durante o processo de aglutinagdo, desencadeia-se uma reag¢ao acido-base
entre as particulas de fluor-alumino-silicato (FAS) e o acido poliacrilico, seguida de
liberacdo de ions, de acordo com a composi¢cao do cimento. A liberacao de calcio e
aluminio iniciam o processo de geleificacdo, via ligagdes idnicas, com os ions
carboxilicos ionizados presentes no acido poliacrilico. Sais de poliacrilato, inicialmente
de calcio e depois de aluminio sdo formados durante a reagcédo. Durante os primeiros
minutos da reag¢ao, o material permanece sensivel a possiveis alteragcdes no balancgo
hidrico, o que o torna instavel. O gel de silica resultante da reacéo acido-base se forma
na superficie das particulas FAS parcialmente reagidas, permitindo que se fixem na
matriz, protegendo o cimento de hidrdlise, por aumentarem a insolubilidade do
cimento. Esse fendmeno é fundamental para a estabilizacdo do cimento. A reacao de
presa € muito lenta e propriedades mecanicas aceitaveis sdo estabelecidas somente
apos 24 horas, periodo em que o cimento é altamente suscetivel a alteracdes fisicas
como a sinérese e embebicdo. A reacido de presa pode se suceder por semanas ou
até meses, caracterizando o processo de maturagéo do material ().

O cimento apresenta adesividade a estrutura dentaria por quelagao do calcio e
acao bacteriostatica, resultante da liberacdo sustentada de fluor, o que o habilita para
selamento e descontaminagao dentinaria apds procedimento de remocéao seletiva de
carie (234 Entretanto, a biocompatibilidade deste material pode ser um fator limitante
a essa indicagao ®). Autores creditam a baixa biocompatibilidade do cimento a dois
fatores: baixo pH, pela presencga do acido poliacrilico no liquido e alta concentracao
de ions F-, AL3*, NA*, SI2*, CA2* e ZN3* 6), O mecanismo complexo de liberacéo de
flaor dos ClVs também poderia estar diretamente correlacionado com seus efeitos

citotoxicos, uma vez que o fluor inibe o crescimento celular, proliferacao, atividade
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mitocondrial e sintese proteica, podendo provocar apoptose por meio da via
mitocondrial/caspase-9/caspase-3-dependente (©).

Materiais bioativos tém sido incorporados ao CIV com o intuito de incrementar
a biocompatibilidade e a agado antimicrobiana, e consequentemente seu potencial
reparador e remineralizador sobre a dentina (789, Entre esses materiais, estdo a
quitosana e a hidroxiapatita (1911,

A quitosana € um polissacarideo natural de carga positiva, obtido a partir do
processo de desacetilagdo alcalina do biopolimero natural quitina, encontrado em
crustaceos marinhos e na parede celular de fungos (2. Sua formulagédo (B-(1-4) -2-
amino-2-deoxy-D-glucan residues) contém 3 grupos funcionais denominados: grupo
amina/acetamido; grupo hidroxila primario; grupo hidroxila secundario. O grupo amina
€ o principal grupo reativo e esta relacionado a sua quelagao e funcdes bioldgicas
(10.13) Uma série de efeitos bioldgicos relacionados a quitosana sio citados, entre eles:
reducdo da inflamacao e infecgao; redugdo microbiana; aumento na expresséo de
marcadores de mineralizacdo — ostepontina e fosfatase alcalina; aceleragdo da
regeneracgdo tecidual / angiogénese (1415.16),

Além dos varios efeitos biologicos, a biocompatibilidade e biodegradabilidade
da quitosana permitem sua aplicagdo na area da saude e, especialmente na
odontologia, como um agente antimicrobiano de amplo espectro sobre bactérias
cariogénicas e patogenos periodontais (7). Estudos mostram que materiais a base de
quitosana pode aumentar a viabilidade celular sem gerar efeitos téxicos em células da
polpa dentaria humana (1518 além de induzir a mineralizagdo e aumentar a
proliferagéo, migragao e diferenciagido odontoblastica (12).

Quando associada ao cimento de iondmero de vidro, a quitosana pode atuar
em duas principais caracteristicas do cimento que poderiam resultar em melhoria
significativa das propriedades: potencializagdo da agdo antimicrobiana e redugao da
toxicidade 1917), Com relagdo a agdo antimicrobiana, estudos referem que ha inibigéo
do crescimento bacteriano decorrente de danos causados pela quitosana a parede
celular das bactérias através de interagdes eletrostaticas (19. Quanto a agéo sobre a
toxicidade, uma possivel explicagdo seria a reagdo do grupo amina (NH2), presente
na quitosana, com o grupo carboxilico (COOH) do &cido poliacrilico do CIV, o que
resultaria na formacao de cadeias poliméricas que poderiam mudar as propriedades
mecanicas e biolégicas do cimento original, entre elas, o aumento do pH, melhorando

sua bioatividade (2921.22) Apesar de estudos apontarem redugéo da toxicidade do CIV
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incorporado de quitosana em fibroblastos (19, ndo ha estudos sobre células pulpares,
como também nao ha definigdo de qual concentracdo seria mais eficaz.

A hidroxiapatita € um material inorganico composto principalmente por um
fosfato de calcio bioativo e biocompativel, presente em diferentes tecidos do corpo (23).
E uma importante fonte de minerais dentarios, como célcio e fosfato, o que reduz a
desmineralizagdo e pode induzir a remineralizagdo 4. Como apresenta alta
biocompatibilidade e similaridade com a apatita da estrutura dental tem boa
reatividade quando incorporada a materiais odontolégicos 29,

A hidroxiapatita quando incorporada ao CIV, faz com que o cimento mantenha
todas as propriedades desejaveis de sua formulagdo original e ainda atua nas
propriedades antimicrobianas e mecénicas, incluindo maior liberagdo de fltor (26),
resisténcia mecanica ("' e maior adesao a estrutura dental (3)). A interagdo quimica
entre a hidroxiapatita e o CIV eleva a quantidade de calcio e fésforo no cimento,
aumentando a densidade e causando um estreitamento entre as particulas no interior
da matriz ionomérica, o que eleva a resisténcia mecanica (2. Acredita-se que uma
maior ligagao a estrutura dentaria se deva a trocas i6nicas decorrentes de um maior
teor de calcio ao cimento 9. O aumento da agdo antimicrobiana é explicado pela
liberagdo prolongada de fluor e pela capacidade tampéao de acido latico pela eluicdo
de ions calcio ("). Estudos relatam haver aumento na viabilidade celular de
fibroblastos, diretamente proporcional ao aumento da concentragao de hidroxiapatita.
A diminuicao da citotoxicidade pode ocorrer devido a interagdes quimicas pela grande
quantidade de calcio e fésforo presentes, proporcionando um ambiente mais favoravel
para a proliferacdo celular (28.29),

Estudos que contribuam para uma definigdo da concentragdo ideal desses
bioativos no CIV que resulte em melhoria da acao antimicrobiana e da citotoxicidade
do cimento, sem, contudo, alterar as caracteristicas positivas do material, sao
necessarios, ponto que justifica a realizagdo do nosso estudo.

Esse estudo tem o propésito de: 1. Analisar a acdo antimicrobiana do CIV
modificado por varias concentracdes de quitosana e de hidroxiapatita; 2. Avaliar a
biocompatibilidade em CPDHs dos cimentos modificados que apresentaram melhor
acao antimicrobiana. A elucidacido dos beneficios promovidos pela utilizagao desses
bioativos ao tecido pulpar, bem como sua acdo sobre os processos celulares

envolvidos, permitira uma indicacao clinica mais segura e eficaz desses materiais.
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2 CONCLUSAO GERAL

1. Alincorporacgéo de 2% de quitosana e 5% de hidroxiapatita potencializaram
a agao antimicrobiana do CIV, principalmente a longo prazo;

2. Todos os cimentos apresentaram citotoxicidade leve, classificados de
acordo com a porcentagem de células viaveis;

3. O CIV modificado por quitosana foi o que apresentou maior viabilidade
celular apos 24 horas;

4. A incorporagédo de hidroxiapatita ndo alterou a caracteristica citotoxica do

cimento.
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