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RESUMO

O objetivo deste trabalho é avaliar a citotoxicidade de 0,6 % Sinvastatina (SIN) incorporada
em acido poli-(latico-co-glicdlico) (PLGA) revestindo a superficie de titanio (Ti). Foram
utilizados 24 discos de Ti de 8 mm de didmetro e 3 mm de espessura, divididos nos seguintes
grupos: GO - somente Ti, G1 — Ti+PLGA e G2 — Ti+PLGA+0,6%SIN. Para recobrimentos
dos discos de Ti com PLGA (G1 e G2), o PLGA foi dissolvido em cloroférmio a 5% (m/v),
em temperatura ambiente e colocado em agitador magnético. Em seguida, foi adicionando a
solucdo de SIN 0,6% nas amostras referentes ao G2. Os grupos G1 e G2 foram submetidos a
técnica de gotejamento para eliminar o excesso de solucdo. Para a evaporacao do solvente, as
amostras permaneceram por 24h a temperatura ambiente. Apds o preparo, as amostras foram
esterilizadas em Oxido de etileno. A avaliagdo da citotoxicidade de todos os grupos
experimentais foi avaliada em células-tronco derivadas da polpa de dentes deciduos (SHEDs).
Os testes foram realizados em triplicata nos dias 3 e 7, utilizando placas de 48 cavidades. A
linhagem celular supracitada foi semeada sobre os discos a uma densidade de 2x10* células
por cavidade. A citotoxicidade foi determinada pelo método de MTS. As absorbancias foram
medidas por espectrofotdometro (Infinite M200, TECAN, Austria GmbH, Grodig, Austria) a
um comprimento de onda de 490 nm e as porcentagens de células viaveis foram calculadas
em relacdo ao GO (controle). Por fim, a andlise estatistica foi realizada usando o programa
Graph Pad Software Inc. (La Jolla, Califérnia, EUA). Os resultados dos grupos foram
comparados entre si separadamente em cada tempo experimental, por meio de andlise nao
paramétrica de variancia (ANOVA) seguida do teste post hoc de Tukey (p <0,05). Por fim,
avaliando os valores obtidos através do teste MTS em SHEDs no dia 7, a porcentagem da
viabilidade celular de Ti + PLGA foi de 112,70 + 9,66 enquanto o grupo de Ti +
PLGA+0,6%SIN foi de 94,88 + 3,92. Os testes realizados nos grupos Ti+ PLGA e
Ti+PLGA+0,6% SIN em SHEDs no dia 3 e 7 obtiveram valores superiores a 70%, com
desvios padrdes pequenos, sendo biocompatives e ndo citotdxicos. Portanto, sugere que ha um
grande potencial da utilizacdo do biomaterial na regeneracao dssea peri-implantar.

Palavras-chave: PLGA 1. Sinvastatina 2. Titanio 3.



ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the cytotoxicity of 0.6% Simvastatin (SIN) incorporated in
Poly-(lactic-co-Glycolic) acid (PLGA) coating the titanium surface (Ti). It was used 24 Ti
discs of 8 mm in diameter and 3 mm thick, divided into the following groups: GO - only Ti,
G1-Ti+PLGA and G2 - Ti + PLGA + 0.6% SIN. For of Ti discs with PLGA coatings (G1
and G2), the PLGA was dissolved in chloroform at 5% (m/v), at room temperature and placed
in magnetic stirrer. Next, it was added the solution of 0.6% SIN on the samples referring to
G2. The G1 and G2 groups were submitted to the drip technique to eliminate the excess
solution. For the evaporation of the solvent, the samples remained for 24h at room
temperature. After preparation, the samples were sterilized in ethylene oxide. The cytotoxicity
of all experimental groups was evaluated in stem cells derived from the pulp of deciduous
teeth (SHEDSs). The tests were performed in triplicate on days 3 and 7, using 48 cavities
plates. The aforementioned cell line was seeded on the discs at a density of 2x10* cells per
cavity. Cytotoxicity was determined by the MTS method. The absorbances were measured by
spectrophotometer (Infinite M200, Tecan, Austria GmbH, Grddig, Austria) at a wavelength of
490 nm and the percentages of viable cells were calculated in relation to the GO (control).
Finally, the statistical analysis was performed using the program Graph Pad Software Inc. (La
Jolla, California, USA). The results of the groups were compared separately in each
experimental time, by means of non-parametric analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey's post Hoc test (p < 0.05). Finally, evaluating the values obtained through the MTS test
in SHEDs on day 7, the percentages of cellular viability of Ti + PLGA was 112.70 * 9.66,
while the Ti + PLGA + 0.6% SIN group was 94.88 + 3.92. The tests performed in the Ti +
PLGA and Ti + PLGA + 0.6% SIN groups in SHEDs on days 3 and 7 obtained values higher
than 70%, with small standard deviations, being biocompatible and non-cytotoxic. Therefore,
it suggests that there is a great potential for the use of this biofunctionalized biomaterial in
peri-implant bone regeneration. Future studies should be conducted in vitro to evaluate the
ability to induce osteoblastic differentiation of biofuncionalized discs, as well as in vivo
studies to evaluate the biological effect of the samples.

Keywords: PLGA 1. Simvastatin 2. Titanium 3.



LISTA DE GRAFICOS

Gréafico 1 — Resultado da viabilidade celular pelo método do MTS aos 3 e 7 dias



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

PLGA - Acido polilatico-co-glicélico

Ti - Titanio

SIN - Sinvastatina

BMP - Proteina 6ssea morfogenética (do inglés, Bone Morphogenetic Protein)

TiZr - Titénio-zirconia

ZrO,- Oxido de zirconia

Au/Pt - Ouro/Platina

FGHs - Fibroblastos gengivais humanos

ALP - Fosfatase Alcalina (do inglés, Alkaline phosphatase)

RUNX2 - Fator de transcri¢do 2 (Runt-related transcription factor 2)

OCN - Osteocalcina (do inglés, Osteocalcin)

OPN - Osteopontina (do inglés, Osteopontin)

BMSCs - Celulas-tronco mesenquimais da medula déssea (do inglés, Bone marrow stromal
cells)

Zn - Zinco

DMEM - Meio de Eagle modificado por Dulbecco (do inglés, Dulbecco’s modified Eagle’s
médium)

MTS - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio
SHEDs - Célula-tronco mesenquimal de dente deciduo (do inglés, Stem cells from human
exfoliated deciduous teeth)

SFB - Soro Fetal Bovino

PBS - Tampdo salina-fosfato (do inglés, Phosphate Buffered Saline)



3.11
3.2
321
3.3
3.4

SUMARIO

INTRODUCAO e REVISAO DE LITERATURA ......coooveviieiceeeeeeeenenon, 13
OBUIETIVOS ..o ettt e e e e et e e e et e e e e e e e e 20
OBUIETIVO GERALL ...ttt e e e e e 20
OBJETIVOS ESPECIFICOS ....voeeeeeeeeeeeeeee e eeee e e ee e e e eseeeeee s enaeenaneeas 20
MATERIAIS E METODOS ...t e ee e ee e s e e esan e 21
Preparo dos discos de titANI0 (TH) ....coecieeeieieieiee s 21
Preparo do copolimero e Revestimento dos diSCOS .........cccceverereiereinsnsnnane 21
LinNNagem CRIUIAT ..o s 21
Células-tronco da polpa de dentes deciduos SHEDs (Curitiba Biotech®)..... 21
Teste de CITOtOXICIAAUE ...ttt e e e e e e e e eeeeeens 21
ANALISE S ALTISTICA .ttt 22
RESULTADOS ..ot ettt e e e e e e e e e e e e e e 23
DISCUSSAO ..ottt eae e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeenens 24
(010 N (@] 15710 T 26
REFERENCIAS. ... oottt et ettt et e et ettt e et eeteee et et et eaeeeeeee e, 27

ANEXO A 32



13

1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A extracdo dentéria é um dos procedimentos mais comuns na Odontologia. A perda do
elemento dentario resulta em reabsorcdo 0ssea alveolar com consequente perda de dimensao
Ossea vertical e horizontal (ARAUJO & LINDHE 2005). Além disso, a reabsorcdo Gssea
alveolar pode ser ocasionada por doenca periodontal, patologias periapicais ou trauma no
dente levando a defeitos 6sseos locais (JAHANGIRI et al. 1998).

Devido a capacidade limitada de reparo em defeitos 0sseos extensos, 0s enxertos
0sseos, tanto autdgenos, homdgenos, heterdgenos, como sintéticos, estdo sendo utilizados
para tratamento de perda 6ssea previamente ou concomitantemente a instalacdo dos implantes
dentérios. Entretanto, além da perda Ossea previamente a instalacdo dos implantes, a
Implantodontia tem se preocupado com a perda 6ssea peri-implantar, aquela que ocorre apos a
instalacdo dos implantes e das préteses implanto-suportadas. Esta perda 6ssea peri-implantar
pode comprometer o posicionamento do tecido mole ao redor do implante e,
consequentemente, prejudicar a estética nessas areas. Além disto, a perda 6ssea peri-implantar
pode apresentar propor¢Ges maiores e comprometer a estabilidade do implante, culminando
com a perda do mesmo. (CHEN ET AL., 2011; HUANG ET AL., 2011; LI ET AL., 2011).

Tendo-se em vista que o presente trabalho trata de propostas para promover a
regeneracdo 0Ossea, cabe a revisdo de conceitos de osteogénese, osteoconducdo e
osteoinducdo. A osteogénese tem sido descrita como a transferéncia direta de células vitais
para a area que ira regenerar 0 novo 0sso. A osteoconduc¢do abrange o principio de fornecer o
espaco e um substrato para os eventos celulares e bioquimicos que progridem para a formacédo
0ssea. O requisito de manutencao do espaco para muitos dos procedimentos de aumento 6sseo
intraoral permite que as células corretas ocupem a zona regenerada (AUKHIL et al., 1986).
Por sua vez, a osteoinducgéo se baseia no principio de induzir células indiferenciadas derivadas

do mesénquima ao longo de uma via osteoblastica com a subsequente formacao de 0sso.

Ainda tendo em vista os objetivos do referido trabalho, vale destacar que as
reabilitacbes protéticas, empregando-se implantes dentarios, incluem a instalagdo dos
implantes de titdnio no interior do tecido 6sseo maxilar ou mandibular, que substituem a raiz

dentaria. Em seguida, ocorre a colocagdo de um conector protético, que ird unir o implante a
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protese. Finalmente, a Ultima etapa corresponde a confeccdo e instalacdo da protese
dentaria.Com intuito de minimizar e/ou prevenir as perdas 6sseas peri-implantes, inUmeras
pesquisas tem proposto diferentes abordagens nos implantes dentarios, incluindo tratamentos
de superficie e modificagbes na geometria dos implantes. Recentemente, a literatura tem
sugerido modificagdes nos conectores protéticos (abutments), seja na superficie ou na
geometria dos mesmos. Tendo em vista que o titanio empregado na confec¢do dos conectores
protéticos ndo apresenta bioatividade, uma das maneiras de se minimizar e/ou prevenir a
perda GOssea peri-implantar poderia ser o recobrimento dos conectores com substancias

osteoindutoras, promovendo uma funcionalizacdo desses conectores.

Inimeras moléculas bioativas vem sendo estudadas para a diferenciacdo celular
otimizando a formacéo de tecido 6sseo (GARIP et.al., 2010). Dentre elas, as proteinas 0sseas
morfogenética sdo as mais estudadas. Entretanto, as BMPs apresentam algumas limitacoes
consideraveis, incluindo elevado custo, formacdo Ossea ectOpica, reabsorcdo Gssea,
necessidade de doses elevadas clinicamente que podem promover edema e dor consideraveis
no pds-operatorio, dentre outros. Estas limitacdes fizeram com que houvesse buscas por novas
alternativas osteoindutoras (CIAPETTI; GRANCHI; BALDINI, 2012). Uma das alternativas
seria 0 uso da SIN, um medicamento utilizado para diminui¢do do colesterol, que desempenha
um papel na diferenciacdo de células osteoblasticas e na mineralizago da matriz extracelular,
estimulando assim a regeneracao de tecido 6sseo (HO et al., 2015; YAN et al., 2015).

A funcionalizacdo dos conectores protéticos com SIN poderia ser realizada recobrindo
0s conectores com um biomaterial contendo SIN incorporada. O acido poli-(latico-co-
glicdlico) (PLGA) é um dos biomateriais que vem sendo amplamente estudado para
procedimentos regenerativos em Odontologia e Medicina. Esse material apresenta boas
propriedades mecanicas, baixa imunogenicidade e toxicidade, bem como capacidade de
incorporar e liberar moléculas bioativas. Além disso, pode ser estruturado para degradar no
tempo necessario para que haja a regeneracao do tecido em questdo e liberacdo adequada das
possiveis substancias ativas incorporadas (HUTMACHER et.al., 2000).

O advento da osseointegracdo e 0s avangos em biomateriais e técnicas tém contribuido
para 0 aumento da aplicacdo de implantes dentérios na reabilitacdo de pacientes parciais e
completamente desdentados. Muitas vezes, nesses pacientes, defeitos de tecidos moles e duros
resultam de uma variedade de causas, como infec¢do, trauma e perda dentaria. Estes criam

uma base anatomicamente menos favoravel para a colocagdo do implante. Para a terapia com
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implantes dentarios com protese, a reconstrugdo do 0sso alveolar através de uma variedade de
procedimentos cirurgicos regenerativos tornou-se previsivel; pode ser necessario antes da
colocacdo do implante ou simultaneamente no momento da cirurgia do implante para fornecer
uma restauracdo com um bom progndstico a longo prazo. Assim, procedimentos regenerativos
sdo usados para tratamento de defeitos dGsseos, aumento de seio e aumento de rebordo
horizontal e vertical (MCALLISTER; HAGHIGHAT, 2007).

Ao considerar as varias modalidades de tratamento para a substituicdo protética dos
dentes ap6s a perda dos mesmos, o objetivo final da terapia é fornecer uma restauracao
funcional que esteja em harmonia com a denticdo natural adjacente. A reabsor¢do do 0sso
alveolar ¢ uma sequela comum da perda dentdria e apresenta um problema clinico,
especialmente na zona estética. Isso pode comprometer o resultado estético e comprometer o0s
aspectos funcionais e estruturais do tratamento. Para atingir este objetivo da terapia, é
desejavel fornecer tratamento que vise a preservacdo dos contornos naturais do tecido em
preparacdo para a prétese do implante proposta (TARNOW,; ESKOW; ZAMZOK, 1996).
Além das perdas dsseas que ocorrem previamente a instalacdo dos implantes, conforme ja
salientado acima, as perdas Osseas peri-implantares que ocorrem ap6s a instalacdo dos
implantes e das proteses implanto-suportadas também representam um desafio para a

manutencdo da estética.

Um dos fatores que pode interferir na remodelacdo dssea peri-implantar depende das
caracteristicas tanto de superficie quanto geometria de um pilar protético. Sanz-martin et al.
(2017) constataram que houve aumento estatisticamente significante da inflamagé&o da mucosa
para os pilares de titdnio quando comparados aos pilares de zirconia. Em relagdo aos tecidos
duros peri - implantares avaliados pelas altera¢6es radiograficas nos niveis 6sseos marginais,
ndo foram encontradas diferencas para os diferentes materiais do pilar, seu desenho
macroscopico ou topografia superficial, embora 0 método de sua descontaminacdo pareceu

influenciar a perda marginal do 0sso.

Lai, Yan e Jin (2018) avaliaram a compatibilidade celular de titanio revestido com
peliculas de SIN, quitosana e gelatina em células-tronco mesenquimais isoladas do fémur e da
tibia de ratos. Os resultados in vitro indicaram que as superficies de titanio modificadas por

peliculas de SIN apresentaram grande potencial para promover a disseminacgéo, proliferacéo e
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diferenciacdo osteoblastica das células-tronco mesenquimais. Além disso, a diferenciacdo dos

osteoclastos foi suprimida.

As modificacdes feitas em superficies e texturas dos conectores protéticos podem
influenciar no acimulo de biofilme oral. Em 2014, Xing e colaboradores, criaram diferentes
texturas superficiais (planas, ranhuras e irregulares) em conectores protéticos de TiZr, sendo
que alguns foram incorporados com hidrogénio. As rugosidades presentes na superficie dos
conectores protéticos tiveram uma positiva correlacdo com adesdo microbiana. Além disso, o
acumulo de biofilme foi menos pronunciado em superficies planas e com ranhuras do que em
superficies irregulares. A utilizacdo de hidrogénio em alguns conectores protéticos para
promover o crescimento dos fibroblastos ndo afetou a formacéo do biofilme.

Um estudo in vivo em cdes, analisou o tecido mole ao redor de diferentes materiais de
conectores protéticos. Demonstrou-se que a dimensdo de tecido mole peri-implantar em
conectores de Ti e ZrO2 permaneceu estivel entre 2 e 5 meses de cicatrizagdo. Em
contrapartida, os pilares de Au/Pt tiveram uma mudanca apical no epitélio e 0sso marginal no
mesmo tempo de cicatrizacdo acima. Além disso, os pilares de Au/Pt continham menores
quantidades de colageno e fibroblastos e maior quantidade de leucocitos em comparagdo com
os pilares de Ti e ZrO2, havendo diferenca na cicatrizagdo dos tecidos moles peri-implantares
em pilares de diferentes superficies (WELANDER; ABRAHAMSSON; BERGLUNDH,
2008).

A qualidade da remodelacao dssea peri-implantar desempenha um papel importante no
sucesso de curto e longo prazo dos implantes dentarios no qual os conectores protéticos
podem interferir nesse aspecto. Em consideracdo a isso, foi feita uma modificagdo da
superficie do pilar protético de zirconia com polidopamina para avaliar o0 comportamento dos
fibroblastos gengivais humanos (FGHs) e adesdo bacteriana. ApOs o0 revestimento com
polidopamina, houve um aumento significativo de adesdo e proliferagio de FGHs em
contraste com a diminui¢do da aderéncia bacteriana, tendo um grande potencial para melhorar

a integracao de tecido mole ao redor dos pilares de zirconia (LIU et al., 2015).

H& diferentes abordagens que podem minimizar o risco de doencas inflamatorias
tardias peri-implantares e consequentemente assegurar a osseointegracdo completa do
implante. Zekiy et al. (2019) mostraram a efetividade in vivo da abordagem com implantes

com superficies nanorevestidas com fldor e utilizando uma matriz selante antisséptica na
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interface pilar-implante. Houve uma diminuicdo da contaminacdo de patdgenos periodontais
com a manutencdo da densidade dssea peri-implantar resultando em uma osseointegracdo

estavel e consequentemente, resultados clinicos favoraveis ao tratamento.

Além das superficies dos pilares protéticos interferirem na remodelacdo Gssea peri-
implantar, estudos mostram que as diferentes geometrias influenciam na manutencéo 6ssea ao
redor do implante. Kim et al. (2019) compararam duas geometrias diferentes de conectores
protéticos: conexdo externa e interna. A conexdo interna mostrou uma tendéncia mais
favoravel a manter o nivel 6sseo peri-implantar ao distribuir melhor a carga mastigatoria e um
maior selamento na interface pilar-implante, diminuindo a possibilidade de adesdo de

patdgenos periodontais.

As modificacdes feitas em geometrias ao sistema de implantes convencionais tém o
objetivo de melhores resultados estéticos, bioldgicos e restauradores. A plataforma Switching
utiliza o conector protético com didmetro menor comparado a plataforma do implante, no
intuito de minimizar as perdas dsseas peri-implantares, podendo assim preservar 0 0SSO
marginal com a diminuicédo de stress sobre ele, porém, ainda ha controvérsias se ha diferencas

no nivel ésseo entre as plataformas (DUQUE et al., 2016).

Baseando-se na relacdo existente da presenca de micro-gap e a perda de 0sso peri-
implantar, tratamentos utilizando plataforma Switching resultaram em uma menor perda 6ssea
com a reducao da tens@o no osso cortical em quase 36% com cargas axiais e 40% com cargas
obliquas, minimizando a perda éssea e aumentando a estabilidade tecidual peri-implantar com
a consequente manutencdo do nivel 6sseo (BOUAZZA-JUANES et al., 2015; Aslam et al.,
2019).

Bao et al. (2010) estudaram o papel da SIN incorporada em PLGA in vitro.
Verificaram que ndo houve inibicdo do metabolismo celular em relacdo ao grupo controle
com a utilizacdo da SIN e PLGA e ainda indicaram maior atividade das células, o que permite
sua utilizacdo na regeneracdo Ossea. Além disso, um estudo realizado por Ho et al. (2015),
mostraram que o uso de SIN aumentou a diferenciacdo osteogénica das células-tronco
mesenqguimais ativando a sinalizacdo celular que desempenha um papel crucial na formacéo
de osso induzida por SIN in vivo. Esses resultados sugeriram que a SIN é um fator
osteoindutor potente, que combinada com células-tronco mesenquimais, pode ser utilizada na

engenharia tecidual dssea.
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Wang et al. (2018) utilizaram biocerdmicas de fosfato de célcio combinadas com a
SIN incorporada em PLGA in vitro e concluiram que podem ser utilizadas para estimular a
diferenciacdo osteogénica in vitro e a osteoinducéo in vivo, sendo potencial uso clinico para o

tratamento de defeitos 6sseos criticos e fraturas.

Na diferenciacdo osteogénica, ha diversos genes importantes tais como: ALP,
RUNX2, OCN E OPN. O estudo mostrou que a SIN poderia aumentar o nivel de expressao
desses genes, promover a formacgéo de nddulos de calcio e induzir a diferenciacdo de células

tronco mesenquimais em osteoblastos (ZHANG et al., 2018).

Niu, Ding e Zhang (2012) avaliaram os efeitos da SIN na diferenciagdo osteogénica
em células-tronco mesenquimais (BMSCs) que expressaram o osteocalcina e o sialoproteina
do osso em condi¢Bes normais, entretanto, sua expressdo foi aumentada significativamente
depois da incubacdo com SIN por 14 dias. Depois que as BMSCs foram incubadas com SIN

por 21 dias, formaram uma estrutura nodular.

Montazerolghaem et al. (2015) utilizaram a combinacdo de zinco (Zn) e SIN para
melhorar a regeneracdo 6ssea, reduzindo a resposta aguda das células inflamatdrias. Uma
combinacdo de Zn e de SIN provocou a diferenciacdo de células pré-osteoblasticas (MC3T3-
E1). A combinacdo de Zn/SIN pode ser uma alternativa significativa e segura para melhorar a
maturacdo dos osteoblastos enquanto simultaneamente reduz a resposta aguda dos mondcitos

circundantes.

Ho et al. (2015) utilizaram a combinacdo de sulfato de célcio com SIN e PLGA
(SIN/PLGA) que melhoraram substancialmente a atividade osteogénica e angiogénica e
promoveram a cicatrizacdo 6ssea em defeitos 0sseos criticos em calvaria de ratos. Essa
combinacédo exibiu os efeitos da osteoconducdo e osteoinducdo para aplicacéo clinica. Esses
dados sugerem que esta combinacdo nova do substituto do osso possa melhorar o apoio
biomecénico para a formacdo adiantada da cicatrizacdo 6ssea, e pode assim ser usado para

curar defeitos substanciais do 0sso.

Ferreira et al. (2014) avaliaram o potencial osteindutor da SIN com PLGA no reparo
de defeitos 6sseos em calvéria de ratos. A microscopia eletrénica de varredura mostrou que 0s
defeitos tratados com PLGA e SIN estavam quase completamente reparados apds 60 dias com
a formacdo de uma matriz 0ssea organizada. O estudo mostrou que a SIN carregada em

microesferas de PLGA melhorou a formagao 6ssea em defeitos de tamanho critico em ratos.
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O osso neoformado em contato com o copolimero degradante, bem como o aspecto lamelar de
sua matriz mineralizada, sugeriu os efeitos osteoindutivos e osteocondutores combinados

desse biomaterial.



20

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a citotoxicidade de 0,6% SIN (SIN) incorporada em PLGA sobre a superficie

de titanio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar a citotoxicidade de SIN incorporada em PLGA sobre a superficie de titanio
em células-tronco da polpa de dente deciduo (SHEDs, Curitiba Biotech, Curitiba, Parana,

Brasil) em 3 e 7 dias.
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3 MATERIAIS E METODOS
As amostras da presente pesquisa foram divididas nos seguintes grupos: GO - somente
o disco de Ti, G1 — discos recobertos com PLGA e G2 — discos recobertos com PLGA e 0,6%

SIN.

3.1 PREPARO DOS DISCOS DE TITANIO (TI)

Foram preparados 24 discos de Ti com 8 mm de diametro e 3 mm de espessura. Para
tanto, apds os cortes dos discos a partir da barra de Ti, os mesmos foram lixados com lixa de
carbeto de silicio entre 400 a 1200 Mesh e higienizados com &lcool isopropilico.

3.1.1 Preparo do copolimero e Revestimento dos discos

Foi utilizado PLGA dissolvido em cloroférmio a 5% (m/v), em temperatura ambiente
sob agitacdo constante. Posteriormente, para as amostras do G2, foi adicionada solucéo de
0,6% SIN. Os grupos G1 e G2 foram submetidos a técnica de gotejamento para eliminar o
excesso de solucdo do polimero. Apos isso, aguardou-se a evaporacao do solvente por 24h.

Apos o preparo, as amostras dos grupos GO, G1 e G2 foram esterilizadas em déxido de etileno.

3.2 LINHAGEM CELULAR

3.2.1 Células-tronco da polpa de dentes deciduos SHEDs (Curitiba Biotech®)
As SHEDs foram cultivadas com DMEM com 10% de SFB a 37°C com 5% CO...

3.3 TESTEDE CITOTOXICIDADE

As SHEDs foram cultivadas sobre os discos (GO, G1 e G2), sendo que cada disco esta
em uma cavidade da placa de 48 cavidades. Foram semeados 60uL da suspensdo celular
contendo 2x10* células por disco. Foi aguardado 4 horas para que as células possam se aderir
aos discos. Apobs isso, foram adicionados 200uL de meio de cultura em cada cavidade e as
placas foram incubadas a 37 °C e 5% CO..

A citotoxicidade foi avaliada em 3 e 7 dias. Para o teste MTS, apds cada periodo
experimental, os discos foram transferidos para novas placas. Posteriormente, as células
foram lavadas com PBS e foram adicionados 300 pL. de meio acrescidos de 60 puL de solugao

de MTS. Apos 2 horas e 30 minutos de incubagdo, as absorbancias foram determinadas por
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espectrofotometro (Infinite M200, TECAN, Austria GmbH, Grodig, Austria) a um
comprimento de onda de 490 nm. As porcentagens de células viaveis foram calculadas em

relacdo aos controles positivos (G0). Os testes foram realizados em triplicata.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada usando o programa Graph Pad Software Inc. (La
Jolla, California, EUA). Os resultados dos grupos foram comparados entre si separadamente
em cada tempo experimental, por meio de analise ndo paramétrica de variancia (ANOVA)
seguida do teste post hoc de Tukey (p <0,05).
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4 RESULTADOS

A citotoxicidade dos discos de titanio foi avaliada atraves do teste colorimétrico MTS.
Foram calculadas as porcentagens das células viaveis em relacdo ao controle positivo (meio
de cultura e células). Por fim, os resultados foram colocados em um grafico de porcentagens
de média £ desvio padrdo. Comparando os valores obtidos através do teste MTS realizado em
SHEDs, percebe-se que no dia 3 a porcentagem da viabilidade celular de Ti + PLGA foi de
85,87 + 8,79 enquanto o grupo de Ti + PLGA+ 0,6%SIN foi de 87,57 + 2,87. Por fim,
avaliando os valores obtidos através do teste MTS em SHEDs no dia 7, a porcentagem da
viabilidade celular de Ti + PLGA foi de 112,70 + 9,66 enquanto o grupo de Ti +
PLGA+0,6%SIN foi de 94,88 + 3,92. Os testes realizados nos grupos Ti+ PLGA e
Ti+PLGA+0,6% SIN em SHEDs no dia 3 e 7 obtiveram valores superiores a 70%, com

desvios padrdes pequenos, sendo biocompatives e ndo citotoxicos.

SHED MTS
150 -
a
& 100+
2
S 50 -
0.
Days
BT TI+PLGA W TI+PLGA+SINO0,06%

Grafico 1: Resultado da viabilidade celular pelo método do MTS aos 3 e 7 dias. Diferentes
letras referem-se a diferenca estatisticamente significativa (ANOVA, post hoc de Tukey, p
<0,05).
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5 DISCUSSAO

H& estudos que demonstram que a SIN possui um grande potencial osteogénico e
biocompatibilidade, o que sugere a possibilidade do seu uso clinico na engenharia tecidual
Ossea (PAGKALOS et al., 2010). Neste estudo, os discos de titanio revestidos com PLGA e
SIN foram submetidos ao teste de avaliacdo de citotoxicidade em células-tronco
mesenqguimais de dentes deciduos em tempos experimentais de 3 e 7 dias. Observou-se que 0S
discos de Ti biofuncionalizados com PLGA e SIN ndo foram citotoxicos para as SHEDs, o

que indica a possibilidade de uso futuro destes materiais.

Para melhorar o desfecho clinico dos biomateriais, ha a possibilidade da combinacdo de
hormbnios, fatores de crescimento e farmacos para que os defeitos Gsseos possam ser
adequadamente substituidos por osso neoformado, na tentativa de substituir os enxertos
autologos (MARTIN; BETTENCOURT, 2018). Com base nisso, o biomaterial utilizado foi o
PLGA que possui propriedades fisico quimicas relevantes tais como: baixa toxicidade,
biodegradabilidade e capacidade de incorporar e liberar moléculas bioativas (MIR; AHMED;
REHMAN, 2017).

Até hoje, 0 enxerto autdgeno é o padrdo ouro para procedimento cirdrgico, mas em casos
em que tenha um defeito 6sseo pequeno, pode-se utilizar os biomateriais com seguranca e
eficacia. A melhoria das propriedades osteocondutivas dos biomateriais com associacdo da
liberacdo controlada de compostos osteoindutivos, por exemplo, a SIN, é uma possibilidade
para substituir o 0sso autégeno que resultard em maior rapidez, menor custo e praticidade
(MARTIN; BETTENCOURT, 2018). Nesse estudo, foi utilizado o método simples de
evaporacdo do solvente para que houvesse uma liberacdo controlada da SIN devido a sua
baixa hidrossolubilidade (LI; ROUAUD; PONCELET, 2008).

A SIN é muito utilizada para diminuir os niveis de colesterol, e a0 mesmo tempo, tém
efeitos promissores para a regeneracao tecidual 6ssea (KARAJI et al., 2017). Com base nisso,
as células de interesse desse estudo, possuem grande potencial osteogénico, que sdo as

células-tronco mesenquimais de dentes deciduos (SHEDS).

Deve-se atentar as altas doses de SIN, que por sua vez, podem ser citotoxicas e causar
respostas inflamatorias, no qual a dose ideal ainda estd sendo estudada para que haja a

possibilidade da sua utilizacdo na regeneracdo 0ssea. (PAPADIMITRIOU et al., 2015). Nesse
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estudo, foram utilizados os discos de Ti revestidos com PLGA e 0,6% SIN e ndo se mostrou
citotoxico, obtendo resultados favoraveis para que futuramente seja utilizado como um
regenerador 0sseo em pacientes com perdas Osseas peri-implantares. A SIN se mostrou
biocompativel para as células-tronco mesenquimais de dentes deciduos (SHEDs), sendo que
no dia 3 a porcentagem da viabilidade celular das amostras com PLGA sem SIN foi de
85,87% =* 8,79 enquanto com SIN foi de 87,57% + 2,87 e no dia 7 as amostras com PLGA
sem SIN foi de 112,70% + 9,66 enquanto as amostras com SIN foi de 94,88% = 3,92. Tendo
em vista que os valores foram superiores a 70%, pode-se afirmar que as amostras foram

biocompativeis e ndo foram citotdxicas.

Hua, Ti e Xu (2014) utilizaram o PLGA no 0sso alveolar de cées e assim como nesse estudo,
0 PLGA foi biocompativel e ndo citotdxico, demonstrando uma viabilidade celular superior
que 5%. Além disso, Ho et al. (2015) avaliaram a capacidade osteoindutiva da SIN
incorporada ao PLGA como substituto ésseo promovendo o aumento da atividade osteogénica
e consequentemente, a cicatrizacdo 6ssea em defeitos dsseos de tamanho critico em calvaria
de rato. Além de ndo ser citotoxico, apresentou efeitos de osteoconducdo e osteoinducéo.
Resultados estes que se desejou obter nesse estudo, que também avaliou a SIN incorporada ao

PLGA e ndo apresentou efeito citotoxico.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a partir do teste de citotoxicidade do Ti revestido com PLGA e
SIN incorporada, em células-tronco mesenquimais de dentes deciduos (SHEDSs), que as
amostras tanto de Ti+PLGA quanto Ti+PLGA+0,6%SIN foram biocompativeis e ndo
citotoxicas. Portanto, sugere que ha um grande potencial da utilizacdo do biomaterial na
regeneracdo 0ssea peri-implantar. Estudos futuros devem ser conduzidos in vitro para se
avaliar a capacidade de inducdo de diferenciacdo osteoblastica dos discos biofuncionalizados,

bem como estudos in vivo para avaliar o efeito bioldgico das amostras.
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ANEXO A — Ata de apresentacéo do trabalho de concluséo de curso




