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RESUMO

Bioceramicas associadas a polimeros para capeamento pulpar estdo sendo investigadas pela
capacidade de induzir a formagéo de tecido mineralizado. Esses materiais sdo usados na ortopedia
e implantodontia com resultados clinicos eficientes. Contudo, pouco se sabe sobre seu efeito
sobre a polpa dental ¢ seus componentes celulares. O objetivo deste estudo foi avaliar a
biocompatibilidade do composito: bioceramica de B-tricalcio fosfato/hidroxiapatita (BC) e co-
polimero acido poli (latico-co-glicélico) (PLGA) (BC/PLGA), em cultura de fibroblastos da polpa
dental humana (FP5) e de macréfagos peritoneais (MP), e avaliar a resposta pulpar apos
capeamento direto apds 30 e 60 dias. A citotoxicidade foi avaliada através do ensaio MTT nos
seguintes grupos: Controle (células), Compdsito (BC/PLGA), BC e PLGA nos tempos de 0, 24 e
48h nos fibroblastos e 48h nos macréfagos. Ainda avaliou-se a aderéncia celular de fibroblastos
gengivais humanos (FMM1) e MP sobre a superficie de discos de BC/PLGA. O resultado do
ensaio MTT em FP5 foi analisado por ANOVA e Tukey. Houve crescimento celular progressivo
dos FP5 em todos os grupos experimentais, semelhantes ao controle. Somente o grupo composito
apresentou diminui¢@o da proliferagdo celular apos 48 h em relagdo ao controle. Nos macrofagos
ndo foi observado citotoxicidade em nenhum grupo (p>0,05). Excelente aderéncia celular dos
FMM1 e dos MP foi observada por microscopia eletronica de varredura (MEV) na superficie dos
compositos (> 97 %). Para a avaliacdo da resposta pulpar e formagdo de ponte dentinaria apds
capeamento direto foram estabelecidos os seguintes grupos: BC/PLGA, BC, PLGA, hidréxido de
calcio e controle negativo apds 30 e 60 dias. No Grupo BC/PLGA, a avaliagdo histologica do
estado pulpar geral mostrou vitalidade e inflamagdo predominantemente leve a moderada tanto no
grupo de 30 e 60 dias, ndo apresentando diferenca significativa entre eles (Exato de Fisher
p>0,05). Na avaliagdo da formacdo de ponte dentinaria, apos capeamento direto com BC/PLGA,
houve formagéo de tecido mineralizado, observado a partir do 14° dia, sendo mais evidente no 30°
dia em 90% das amostras. Entretanto, apos 60 dias os resultados mostraram presenga de ponte
dentinaria em 60% e houve diferencga significativa com o grupo de 30 dias (Person Chi-Square
p<0,05). Em conclusdo, o compdsito BC/PLGA ndo interfere na proliferacio de fibroblastos
humanos, foi biocompativel com os macrofagos, permite a aderéncia celular sobre os discos. O
composito BC/PLGA teve excelente desempenho no capeamento pulpar direto apds 30 dias no
modelo experimental utilizado, contudo, apés 60 dias houve diminuicdo na porcentagem da
presenca de ponte dentinaria, por tanto, sugere-se a necessidade de testd-lo em outros modelos

experimentais, in vivo.

Palavras chave: Polimero, fibroblastos, macrofagos, ponte dentinaria, capeamento pulpar.
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The cell biocompatibility of a bioceramic/poly(lactic-co-glycolic acid) composite

and its pulp response in vivo for pulp capping application.

Abstract:

The pulp capping with bioceramics, polymers and cements biomaterials able to
trigger resident cells in the pulp to differentiate into odontoblast-like cells and to induce
the formation of tertiary dentin is being investigated. The aim of the present study was
to assess the cell viability of B-tricalcium phosphate-hydroxyapatite bioceramic (BC)
and poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) composite (BC/PLGA) in peritoneal
macrophages, human dental pulp fibroblasts (FP5) culture and to evaluate the rat dental
pulp after direct capping pulp. The cell viability was evaluated using a MTT test in the
following groups at 0, 24 and 48h for fibroblasts and 48h for macrophages. The result
of cellular viability were statistically analyzed by ANOVA and supplemented by Tukey
test (p > 0.05) for the 8 replicated for fibroblasts and 4 replicated for macrophages.
There was progressive cell growth in all experimental groups in a similar form among
the groups, although the composite presented a mild decreasing in cellullar counting
been significantly lower than control after 48 h. The histological evaluation of
inflammatory infiltrate and dentinal bridge formation after 60 d were carried after direct
pulp capping in the groups: BC/PLGA composite; BC; PLGA and Ca(OH),. Scores
were established for the hard tissue formation, general state of pulp and inflammatory
response level. In vivo study showed that after 60 d BC/PLGA composite, BC or
Ca(OH), groups had presence of dentinal bridge been that composite was the most
prevalent (90%) reached the best scores when compare with the characteristic response
of Ca(OH), or when compare with the other groups. Mild to moderate inflammatory
response was the most prevalent general state of the pulp after 30 days similar between
composite (60%), or Ca(OH), (65%). Moreover, necrosis was more prevalent after 60
days in both groups. The results obtained of reparative dentine bridge verified after pulp
capping after 60 days with the experimental materials in vivo were possibly due to the
chosen model. In conclusion, the BC/PLGA composite is biocompatible with human
fibroblasts and peritoneal macrophages and direct pulp capping had the best tissue

response when compare with Ca(OH),.

Keywords: Bioceramic, poly (lactic-co-glycolic acid), fibroblasts, macrophages, cellular

viability, hard tissue bridge, dental pulp capping.
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1. INTRODUCAO

O capeamento direto ¢ um procedimento clinico que visa estimular o potencial
dentinogénico do tecido pulpar, apos trauma fisico ou mecanico em um ambiente favoravel
para induzir a deposi¢cdo de dentina no local exposto formando a ponte ou barreira dentinaria
(SCHROEDER, 1985). A formacao de novo tecido dentinario em resposta a esses estimulos
acontece se o ambiente for apropriado e livre de bactérias. O tecido duro neoformado ¢
descrito como dentinoide, ostedide € como uma ponte reparativa da dentina.

O objetivo dos materiais usados para o capeamento pulpar direto ¢ manter a vitalidade
e fun¢do da polpa dentéria, induzir a formagdo da ponte dentinaria e para isso deve ter boas
propriedades mecanicas e ser de simples manuseio. Atualmente, nenhum material foi
considerado ideal, embora o hidréxido de célcio (Ca(OH),) seja considerado o material de
escolha apesar de provocar necrose superficial, ter baixa aderéncia ¢ a qualidade da ponte
dentinaria formada ser deficiente. Nesse sentido, diversos materiais estdo sendo pesquisados
visando melhorar sua biocompatibilidade, oferecer condigdes para regeneracdo e evitar
alteracdes dos tecidos duros e moles (CHRISTENSEN, 1998; OLSSON et al., 2006).

O Ca(OH), apresenta-se como agente terapéutico em fungdo da sua capacidade de
induzir a formag¢do de tecido mineralizado e da acdo antimicrobiana. As aplicagdes clinicas do
Ca(OH), na Odontologia incluem a medica¢do intracanal, tratamento de apexificacao,
reabsorgdes e perfuracdes radiculares assim como também em pulpotomias e capeamento
pulpar (CHRISTENSEN, 1998; FARHAD & MOHAMMADI, 2005; OLSSON et al., 20006).
As propriedades do Ca(OH), derivam de sua dissociacdo i6nica em ions calcio e ions
hidroxila, sendo que a acdo desses ions sobre os tecidos e as bactérias explica suas
propriedades biologicas e antimicrobianas (JOE, 2008; ESTRELA & PESCE, 1996;
ESTRELA & PESCE, 1997 ). A participacao dos ions célcio nos processos de mineralizagao
foi demonstrada pela ativagao de enzimas como a pirofosfatase ou a fosfatase alcalina; em
conseqiiéncia, ha formacdo de ponte dentindria, selamento bioldgico apical e oclusdo dos
tubulos dentinarios (DESAI & CHANDLER et al., 2009; KARDOS et al., 1998; HORSTED-
BINDSLEYV et al., 2003). Pameijer & Stanley (1998) demonstraram que o efeito caustico do
Ca(OH); nao gera dano permanente ao tecido pulpar e a irritacao superficial estd envolvida na

diferencia¢do de células pulpares saudaveis em células “tipo odontoblastos” (SCHUURS et


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Farhad+A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Mohammadi+Z%22%5BAuthor%5D
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al., 2000). Contudo este material, ainda ndo ¢ considerado ideal para capeamento pulpar por
proporcionar pobre aderéncia a dentina, ser indbil em fornecer selamento em longo prazo (o
que pode gerar micro infiltragdo) e pela ponte dentindria produzida apresentar porosidade.
Outros estudos afirmam que o Ca(OH), pode criar mudancas degenerativas tais como a
inflamacdo persistente e & calcificacdo distrofica no tecido restante da polpa (SCHROEDER,
1985).

Diversas substancias alternativas ao Ca(OH), tém sido propostas para capeamento
pulpar direto, dentre elas, o agregado de triéxido mineral (MTA), a hidroxiapatita, ceramicas
de fosfato de calcio, matriz derivada do esmalte (EMD), acido hialurénico, fatores de
crescimento, proteinas osteogénicas, fatores de crescimento, adesivos dentinarios € novos
cimentos endoddnticos (TORABINEJAD & CHIVIAN, 1999; FARACO & HOLLAND,
2004; HAYASHI et al., 1999, HIGASHI & OKAMOTO, 1996, ISHIZAKI et al., 2003,
SASAKI & KAWAMATA-KIDO, 1995; JEPSEN et al., 1997; HU et al., 1998; SILVA et al.,
2006; ASGARY et al., 2009). Porém, os resultados ainda ndo sdo totalmente favoraveis em
funcdo de qualidade da ponte dentinaria e biocompatibilidade do material.

As bioceramicas (BC) tém apresentado utilidade em reconstrugdes de grandes perdas
Osseas faciais e ortopédicas, inclusive no tratamento de osteomielites, mostrando condi¢des
satisfatorias em relacdo a resisténcia mecanica ¢ modulo de elasticidade do tecido Osseo
neoformado em fungdo da osteoconducdo e osteoinducao que elas favorecem e reposicao
ossea. O uso das BC esta direcionado para o reparo fisiologico dos componentes celulares
contribuindo para a melhoria da qualidade do osso neoformado (HENCH, 2000). A BC
associada a polimeros biodegradaveis foi pesquisada como material para ortopedia e recentes
estudos realizados com estes biomateriais t€m apontado seu enorme potencial para o uso em
defeitos Osseos, promovendo a osteogénese ou neoformacdo de osso e facilitando sua
reposicdo (RUHE et al., 2006). A reposi¢do 6ssea é uma fungio ativada por macrofagos, a
partir dos tecidos 6sseos adjacentes pela rapida absor¢do do B-Tricalcio fosfato (B-TCP) com
o suporte inerte de HA densa (HASHIMOTO-UOSHIMA et al., 1995). Recentemente estudos
associam biomateriais como fosfatos de célcio com o polimero acido poli (latico-co-glicdlico)
(PLGA) no capeamento pulpar direto para induzir neoformacdo de tecido mineralizado e

consequente ponte dentinaria com resultados promissores (ZHANG et al., 2008).

Os compositos obtidos a partir de bioceramicas e polimeros melhoraram as

propriedades fisicas dos dois materiais isoladamente, especialmente pelas caracteristicas
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termoplasticas do polimero, diminuindo a fragilidade da cerdmica e permitindo sua utilizacdo
na pratica clinica (PATARO et al., 2007). No entanto, pouco se sabe do efeito do compdsito
biocerdmica/ acido poli (lactico-co-glicolico) (BC/PLGA) sobre a polpa dentdria humana e
sobre os seus componentes celulares. Nesse sentido se faz necessario o estudo desses

materiais em cultura de células, in vitro.

O conhecimento do comportamento dos biomateriais frente as células ¢ importante
para elucidar seu efeito na viabilidade, proliferacdo, aderéncia celular, diferenciagdo até
atividades celulares especificas. Dessa maneira, € possivel antecipar os efeitos citotoxicos e/ou
benéficos dos materiais na polpa dental antes destes serem testados in vivo. (HUANG &
CHANG, 2002; HANKS et al., 1996; VAN WYK et al., 2001). Dentre os diversos
componentes celulares da polpa dental, nos quais se destacam odontoblastos, fibroblastos,
células mesenquimais indiferenciadas, macrofagos e outras células imunocompetentes, bem
como vasos sanguineos, linfaticos, fibras nervosas e, permeando esse conjunto, substancia
fundamental amorfa. Na polpa dental os fibroblastos e os macréfagos sao as células mais
numerosas € ambas participam no processo de resolugdo da inflamagao pulpar. O presente
trabalho propde avaliar o efeito de um compoésito formado por bioceramica e um polimero
biodegradavel BC/PLGA na viabilidade e aderéncia dessas células. Ainda, baseados em
estudos prévios que mostraram a formagao de ponte dentinaria e a baixa resposta inflamatoria,
serdo estudada a resposta in vivo desse compdsito no capeamento pulpar direto em polpa
dentaria de ratos apds 30 e 60 dias, sob a hipotese de que o composito possibilite a formacao
de ponte dentinaria com propriedades superiores a aquela formada pelo hidroxido de célcio e

dessa forma permitindo sua utilizagdo na pratica odontoldgica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Polpa dental

A polpa dental é constituida por um tecido conjuntivo frouxo o qual, junto com a
dentina, forma o complexo dentino-pulpar. A polpa contribui para a formagdo da dentina,
além de varias funcoes secundarias relacionadas a sensibilidade dentaria, hidratacdo e defesa.
Atualmente estd bem estabelecido que a polpa dentaria normal ¢ constituida por populagdes
celulares heterogéneas, nas quais células tipo fibroblastos encontram-se em maior
concentragdo. Também se encontram células inflamatorias e células do sistema imune
(macréfagos, células dendriticas, histiocitos e linfocitos-T), e células-tronco em estado de
laténcia envolvidas principalmente na sua autorrenovagdo. Em casos de injiria ao complexo
dentino-pulpar, as células-tronco podem intervir na reparagdo, pois elas apresentam a
capacidade de se diferenciar em diferentes tipos celulares (MJOR et al., 2001) e até na
mineralizacdo. A polpa contém também nervos (axonios e células de Schwann), células
vasculares e perivasculares (células endoteliais, células musculares lisas vasculares, células
reguladoras do fluxo sanguineo, células de Rouget ou pericito) (GOLDBERG & SMITH,
2004; GOLDBERG et al., 2008).

No dente adulto saudavel encontram-se os odontoblastos e as células da camada
subodontoblastica, constituindo uma fina fronteira situada entre a margem interna da dentina e
o limite exterior da polpa. Essas células pos-mitoticas polarizadas sdo responsaveis pela
produgdo de dentina primaria, secundaria e fisiolégica, juntamente com as moléculas de
calcio. Dessa maneira ocorre um progressivo espessamento da dentina segundo a idade da
polpa dental. Os fibroblastos pulpares sdo as células mais numerosas e estdo distribuidos em
toda a polpa, sendo mais abundantes na zona rica em células e apresentam aspecto fusiforme
com nucleo central e ovoide. Seus longos prolongamentos e citoplasma com tipicas organelas
de sintese e secrecao refletem sua capacidade de renovagdao e producao dos elementos da
matriz extracelular. Eles tém a funcdo de produzir fibras coldgenas na polpa dental, degradar
e renovar seu coladgeno e também apresentam a particularidade de se manter quase sempre
numa modalidade relativamente indiferenciada (GRONTHOS et al.,, 2002). A literatura
mostra que os fibroblastos pulpares tém a capacidade ou potencial de se diferenciar em células

tipo odontoblastos mediante um estimulo externo ou interno em algumas condig¢des



20

experimentais, contribuindo na formagao de nédulos mineralizados (STANISLAWSKI et al.,
1997).

Os macrofagos sdo células do sistema mononuclear fagocitario que possuem notavel
heterogeneidade, resultante de sua diferenciacdo celular, distribui¢dao tecidual e resposta a
estimulos enddgenos e exdgenos (GORDON & TAYLOR, 2005; STRAUSS-AYALI et al.,
2007). Os macrofagos pulpares constituem junto com as células dendriticas cerca de 8% do
total de células na polpa e estdo associados com a remoc¢do de células mortas. Eles exercem
trés funcdes principais: fagocitose, formagdo de antigenos e imunomodulacdo através da
producdo de varias citocinas e fatores de crescimento. Durante o processo inflamatoério pulpar
€ processos periapicais, os macréfagos sao as células defensivas mais prevalentes na polpa em

associagdo com os linfocitos e plasma (ORSTAVIK & MJOR, 1992).

Os mecanismos de a¢ao da inflamacao e cicatrizacdo da polpa tém sido subestimados e
muitas vezes considerados apenas um efeito indesejavel, devido ao fato de ocorrer necrose
pulpar na maioria dos casos. Em razdo disso, o processo inflamatério deve ser reexaminado
para compreender melhor seu potencial e o seu efeito benéfico abrindo caminho para melhor
compreensdo dos eventos moleculares iniciais e celulares que levardo a reparagao da polpa, e
em conseqiiéncia ao desenvolvimento de materiais ideais para promover a cicatrizagdo pulpar
(GOLDBERG et al., 2008).

Para o permanente desenvolvimento de novos biomateriais de uso odontologico ¢
necessario que sejam conduzidos estudos preliminares em cultura de células, in vitro; com a
finalidade de caracterizar potenciais efeitos prejudiciais do material nos tecidos, antes que o
material seja testado e usado clinicamente (SCHMALZ, 1997; ISO, 1999). A seguir, se o
material testado ndo for citotdxico, poderia ser implantado subcutaneamente e posteriormente,
avaliam-se os efeitos in vivo sobre células e tecidos especificos, utilizando modelos animais
ou humanos (ISO, 1994; SCHMALZ, 1997).

O uso de cultura celular foi desenvolvido para avaliar a biocompatibilidade de novos
materiais implantados no corpo, simulando rea¢des bioldgicas, e dessa forma determinar seus
efeitos citotoxicos, assim na odontologia sdo avaliados os efeitos dos materiais restauradores
sobre a polpa dental (HUANG & CHANG, 2002). Assim, as pesquisas estdo sendo orientadas
para o desenvolvimento dos materiais que permitam ou promovam a fun¢do e a diferenciagao

dos tecidos associados com os materiais (HANKS et al., 1996; VAN WYK et al. 2001).
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Os materiais utilizados para capeamento pulpar devem apresentar propriedades fisicas
e bioldgicas compativeis com os tecidos vivos hospedeiros, de modo a estimular uma resposta
adequada dos mesmos. Segundo a Federacdo Dentaria Internacional (1980) testes in vitro
realizados em modelo de cultivo celular sdo classificados como testes iniciais com o intuito de
se avaliar a citotoxicidade de materiais. Para este tipo de andlise, tipos celulares diferentes
podem ser utilizados, sendo usualmente testadas as células primdrias porque possuem
potencial metabodlico especifico mais proximo das condigdes in vivo. Assim, na Odontologia
foram realizados estudos in vitro utilizando o modelo de cultura de células para avaliar a
citotoxicidade dos materiais dentarios. (SCHMALZ, 1997; PIZZOFERRATO et al., 1994;
POLYZOIS, 1994).

Além da avaliagdo da citotoxicidade, outro aspecto importante ¢ a aderéncia celular,
envolvida em varias fungdes naturais tais como a embriogénese, a manutencdo da estrutura
tecidual, cicatrizacdo, resposta imune e integracao dos tecidos nos biomateriais (YAMADA &
GEIGER, 1997; DILLOW & TIRREL, 1998). Nesse sentido, o papel da adesdo celular nesse
ambiente ¢ garantir o sucesso dos biomateriais bioldgicos ou sintéticos implantados. No caso
especifico dos fibroblastos, a aderéncia celular a superficie do biomaterial ¢ um pré-requisito
para a formagdo de um novo colageno (DILLOW & TIRREL, 1998) e os macrofagos
(KAIDA et al., 2008) fardo parte do processo de reparagio tecidual.

2.2 Capeamento pulpar direto

O capeamento pulpar direto ¢ um procedimento clinico que consiste em colocar um
material no local onde houve uma exposi¢ao pulpar com o objetivo de preservar ou proteger
os tecidos do complexo dentino-pulpar e as células que o compdem e assim, induzir a
regeneracdo ¢ manter sua vitalidade. Este procedimento ¢ indicado para ferimento da polpa
apds trauma fisico ou mecanico, ¢ condi¢cdes ideais quanto a idade, assepsia, saude do
paciente, tamanho da exposi¢cdo, pouca hemorragia e boa resposta ao estimulo favorecem o
sucesso da terapia (CHRISTENSEN, 1998).

Nesse tratamento, objetiva-se estimular a deposi¢do de tecido mineralizado no local
(HORSTED-BINDSLEV et al.,, 2003; STOCKTON, 1999), promovendo o potencial
dentinogénico das células do complexo dentino-pulpar (SCHROEDER, 1985), evitando a

evolucdo do processo de injaria, o qual poderia culminar no tratamento endoddntico radical ou
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a exodontia. A remog¢do da irritagdo, o controle da infec¢do, e a biocompatibilidade do
material para capeamento direto sdo fatores importantes no sucesso do tratamento. Estudos
mostram a potencialidade da cicatrizagdo da polpa, em um ambiente apropriado para a
formacao da ponte dentindria em estudos de polpas mecanicamente expostas em um ambiente
livre de microorganismos (germ-free) quando comparados com os que nao receberam material
capeador (KAKEHASHI et al., 1965).

As revisdes sistemadticas, em relagdo a formacao de ponte dentinaria apds capeamento
pulpar direto ndo relatam evidéncias suficientes sobre os estudos. Contudo, o capeamento
pulpar ¢ uma técnica valida que deve ser utilizada para a conservacdo do tecido pulpar e a

formagédo de dentina reparadora (OLSSON et al., 2006).

2.3 Bioceramicas

As bioceramicas (BC) a base de fosfato de calcio sdo usadas para substituicdo dssea.
Elas tém diferentes tipos de apresentacdo como graos, blocos, compdsitos, cimentos ou
revestimentos em implantes ortopédicos e odontolégicos. As BC podem ser usadas como
andaimes na engenharia de tecidos para regeneracdo 6ssea ou dentinaria (EL-GHANNAM,
2005). Os fosfatos de calcio sdo similares a composicdo do osso e tém a propriedade de
osteoconducdo e bioatividade. A osteoconducdo funciona como guia para o 0sso recém
formando e a bioatividade ¢ a ligacdo diretamente ao osso formando uma unica interface forte
promovendo a formagdo de uma camada de carbonato de hidroxiapatita, que atrai as proteinas
que ligam as células, proliferando e diferenciando-se e formando novo 0sso
(biomineralizag@o). Os poros presentes na bioceramica podem ser obtidos por métodos fisicos
ou quimicos; eles interligam os macro e microporos semelhante ao tecido 6sseo favorecendo a
osseointegra¢dao (LEGEROS et al., 2003; LEGEROS, 2008).
Materiais ceramicos usados com finalidade bioldgica sao chamados bioceramicas e podem

ser classificados de acordo com sua capacidade de estimular neoformacao ossea:
1. Bioinertes: como a alumina e zirconia.

2. Bioativos: Com superficie bioativa, como a hidroxiapatita sintetizada Bioglass®

possuem a capacidade de induzir a neoformacao tecidual.
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3. Biorreabsorviveis: Hidroxiapatita ndo calcinada e ndo sintetizada, o e B-Tricalcio
fosfato (a-TCP e B-TCP), tetracélcico fosfato, octacalcico fosfato, etc. (SHIKINAMI &
OKUNO, 1999).

Dentre os materiais que tém sido utilizados para reconstitui¢do Ossea, as bioceramicas
e os biovidros de fosfato de célcio sdo predominantemente utilizados, eles sdo similares apesar
das diferengas na sua composi¢do e nas diferentes maneiras de sua preparagdo. In vivo, a
bioceramica de fosfato mostrou excelente biocompatibilidade, a estrutura micro-macro porosa,
bifasica, ou seja, uma fase mais estavel hidroxiapatita (HA) e outra mais soluvel tricalcio
fosfato (TCP), apresentam melhores resultados como materiais de preenchimento 6sseo (LIN
et al., 1998). Os fosfatos de calcio podem ser usados também como suporte na engenharia de
tecidos para regeneracdo 0ssea ou dentindria, em razdo da sua semelhan¢a na composicdo e
com seus bioativos forma uma Unica interface forte. Sua propriedade bioativa promove a
formacao de uma camada de carbonato de hidroxiapatita, que atrai proteinas aderindo células,
e conseqiientemente a proliferagdo e diferenciacdo da matriz, resultando na biomineralizagao
(osteoindutora) interessante para os fins médicos e odontoldgicos (LEGEROS, 2008;

LEGEROS, 1988).

Diversos estudos mostram que a associacdo das caracteristicas de rapida absor¢do do
B-TCP com o suporte inerte de HA densa propiciou uma ativa reposi¢do Ossea, ativada por

macrofagos, a partir dos tecidos 6sseos adjacentes (HASHIMOTO-UOSHIMA et al., 1995).

Os trabalhos de Wykrota et al., (1998) e Wykrota et al., (1999) em um estudo
longitudinal de 14 anos utilizando a bioceramica Osteosynt” para reconstrugdes de grandes
perdas oOsseas faciais e ortopédicas, inclusive no tratamento de osteomielites, mostraram
condicdes satisfatorias em relagdo a resisténcia mecanica ¢ o moédulo de elasticidade do tecido

0sseo neoformado.

As bioceramicas de ultima geragdo, bifasicas micro-macro porosas, sdo compostas por
35% de B-TCP, fase mais solivel das bioceramicas, ¢ 65% de HA, fase menos soltvel das
bioceramicas de primeira geragdo de HA. Esse biomaterial apresenta macro-poros
intercomunicantes, na faixa de 50-400 um, que induzem uma resposta organica mais efetiva,
forte ligagdo e crescimento tecidual intrinseco. Também apresenta micro-poros
intercomunicantes, inclusive com os macro-poros, na faixa de 1 ym e 10 pm que aumentam o

contato tecidual, a solubilidade e a capacidade de trocas com os liquidos organicos, além de
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poros intermediarios de 10 um a 50 pm. Essa estrutura arquitetonica porosa esta indicada
como um eficaz e importante veiculo condutor e liberador de farmacos ou outras substancias
por um periodo determinado, assim como sua topografia superficial permite atividade
metabolica osteobléastica e expressdo desejavel dos fenotipos de neoformacdo tecidual
(WYKROTA et al., 1998). No estudo de Lobo et al., (2009), foi demonstrada a superior
osteoinducdo intrinseca da biocerdmica Osteosynt”, quando usada na forma granular para
preenchimento de defeitos 6sseos de 5 mm de didmetro em fémures de coelhos New Zeland,
comparado-os com os grupos sem preenchimento, com plasma rico em plaquetas (PRP) ou

com bioceramica associada ao PRP.

O uso de materiais ceramicos tém influéncia na resposta da polpa dental, como
relatado no estudo de Higashi & Okamoto (1996). O tamanho das particulas de B-trifosfato de
calcio e hidroxiapatita de 300 um influenciaram na formac¢ao de tecido mineralizado em até
64% das polpas, estatisticamente significativo quando comparado com o grupo capeado com

B-trifosfato de calcio e hidroxiapatita de 40 um tamanho.
2.4 Polimeros biorreabsorviveis

O uso de polimeros biorreabsorviveis como suporte nos biomateriais para testes in vitro
ou in vivo vem tendo destaque na engenharia de tecidos (YU et al., 2010). Os polimeros
biorreabsorviveis sdo materiais e dispositivos solidos que mostram degradagdo através da
diminui¢do de tamanho e que sdo reabsorvidos in vivo, ou seja, materiais que sdo eliminados
pelas rotas metabolicas do organismo. Biorreabsor¢do ¢ um conceito que reflete a eliminagdo
total do material e dos subprodutos de degradagdo (compostos de baixa massa molar) sem
efeitos colaterais residuais. O uso da palavra "biorreabsor¢ao" ¢ utilizado quando a eliminacao
¢ total. Os polimeros bioabsorviveis sdo materiais que podem ser dissolvidos nos fluidos
corporeos sem qualquer clivagem da cadeia macromolecular ou diminuicdo da massa
molecular. Por exemplo, este ¢ o caso da lenta dissolu¢do de implantes soliveis nos fluidos
organicos. Um polimero pode ser bioreabsorvivel se suas macromoléculas sdo excretadas. O
termo biodegradavel € utilizado para polimeros e dispositivos solidos que devido a degradagao
macromolecular sofrem dispersao in vivo, mas sem a eliminag¢do dos produtos e subprodutos
pelo organismo. Os polimeros biodegradaveis podem ser atacados por elementos biologicos

de forma que a integridade do sistema seja afetada, formando-se fragmentos ou outros
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subprodutos de degradagdo, que podem ser removidos do seu local de agdo, mas nao

necessariamente do organismo (VERT et al., 1992; LI, 1999; YU et al., 2010).

Dentre os polimeros sintéticos biodegradaveis e biorreabsorviveis encontram-se os poli
(a-hidroxiadcidos), representantes de uma classe de poliésteres alifaticos sintéticos, dos quais
fazem parte o poli (acido glicédlico) (PGA), poli(acido lactico) (PLA), poli(acido latico-co-
acido glicolico) (PLGA), poli(€-caprolactona) (PCL), seus copolimeros e outros,
originalmente usados como fios de sutura (Dex0n®, Vicry1®, Maxon®, PDS®, etc). Atualmente
os poli (a-hidréxiacidos) podem ser encontrados em diversos produtos comerciais de fixacao
ossea, tais como Bioﬁx®, FixSorb®, Neoﬁx®, ResorPin®, etc, aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA). As aplicagdes dos polimeros biodegradaveis sao muito amplas e vao
desde o uso em sistemas de liberag@o controlada de fairmacos até a aplicagdo na engenharia de
tecidos (KUMARI et al, 2010). O processo de biodegradagao ¢ biorreabsor¢do dos poli (-
hidréxiacidos) descrito na literatura ocorre em uma sucessao de eventos. Quando expostos aos
fluidos aquosos do corpo, inicialmente o material sofre hidratagdo. Com a presenca das
moléculas de agua, o processo de degradagdo déa-se através da hidrolise das ligagdes ésteres,
originando produtos na forma de oligdmeros (ou mondmeros) soluveis e ndo toxicos. A
degradacao prossegue por um processo biologicamente ativo mediado por enzimas ou pela
clivagem hidrolitica passiva. Tal mecanismo ¢ caracterizado pela perda de massa, diminuicao
de massa molar ponderal média (mM) e pela perda das suas propriedades mecanicas, como a

resisténcia a tragdo e a compressdao (HUANG et al., 2004) .

O mecanismo da degradacdo in vitro dos polimeros bioreabsorviveis tem sido avaliado
nos ultimos anos e demonstra ser um processo heterogéneo na extensdo do material. Dentre os
produtos da hidrélise das ligagdes ésteres como oligdmeros e mondmeros, € a presenca de
terminais acidos catalisa a reacdo de degradacdo. E o chamado efeito autocatalitico dos poli
(o0-hidroxiéacidos). O processo ¢ homogéneo inicialmente, gerando oligdmeros soluveis em
agua em toda a extensdo do material, os produtos presentes na superficie da matriz sdo
difundidos para o meio. Entretanto, a baixa taxa de difusdo dos produtos da reacdo no interior
do material gera um acimulo de acidos, fazendo com que estruturas densas tenham uma

erosdo inicial na superficie, mas apresentando uma degradacdo mais acentuada na parte

central (LI, 1999; YU et al., 2010).



26

2.5 Compdésito BC/PLGA

A incorporagdo de biocerdmica em dispositivos poliméricos oferece uma estrutura
mineral que disponibiliza Célcio (Ca) e Fosforo (P) para a neoformacao de tecido dsseo, além
de neutralizar os subprodutos acidos da degradacdo polimérica. A hidroxiapatita, quando
presente na estrutura do compdsito apresenta caracteristicas osteocondutoras (CIAPETTI et

al., 2003).

Pataro et al. (2007) avaliaram a biocompatibilidade de polimeros (PLGA ou PLA)
dispersos em uma matriz bioceramica (Osteosynt®) com adi¢do de um farmaco, tetraciclina,
mediante ensaios de contato direto e indireto, in vitro, ¢ testes de resposta inflamatoria, in
Vivo, apds implante subcutaneo dos compositos em camundongos. Os resultados mostraram
uma resposta inflamatdéria aguda nos primeiros dias com intenso infiltrado de células
inflamatérias em todos os grupos avaliados. No entanto, os tecidos mostraram padrao de
normalidade apds 21 dias, em todos os grupos. Os compositos obtidos a partir de biocerdmicas
e polimeros melhoraram as propriedades fisicas dos dois materiais isoladamente,
especialmente pelas caracteristicas termoplasticas do polimero, diminuindo a fragilidade da
ceramica permitindo sua utilizagdo na pratica. Foi observado histologicamente deposito de
tecido fibroso, estes compdsitos apresentaram excelente biocompatibilidade e o grupo que

apresentou a maior taxa de degradacdo foi a dos compositos BC/PLA com tetraciclina.

As aplicagdes na Odontologia de fosfatos de célcio associados com polimeros no
capeamento direto estdo sendo desenvolvidas com grande interesse para aprimora-las. No
estudo de Zhang et al., (2008) foi relatado o uso de cimento fosfato de calcio associado com
microesferas de PLGA com diferentes concentragdes do fator de crescimento transformante
(TGF-B1) para capeamento direto. Os resultados indicaram diferengas significativas entre as
amostras carregadas com maior quantidade de TGF-B1 (400 ng TGF-B1) em relagdo com os
outros (0 ou 20 ng de TGF-B1)(p <0,05), demonstrando que os compoésitos com 400 ng TGF-
B1 foram capazes de promover a diferenciacdo das células estaminais da polpa em

odontoblastos e induzir a formag¢ao de dentina terciaria.

Apesar dos avangos para compreender os mecanismos moleculares que controlam a

diferencia¢do dos odontoblastos e também a formagdo da ponte dentindria, 0 mecanismo exato
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da cicatrizagdo da exposi¢do pulpar e a natureza do tecido duro formado apds exposicao
pulpar ainda ndo foram bem esclarecidos (RANLY & GARCIA-GODOY, 2000). Assim,
estudos sobre capeamento direto e seus efeitos no complexo dentino-pulpar sdo necessarios

para fornecer evidéncias fortes desses mecanismos (OLSSON et al., 2006).

Baseados nestas consideragdes, este estudo se propde a estudar a viabilidade de
macrofagos peritoneais e fibroblastos humanos em contato com o compdsito BC/PLGA, assim
como, sera verificada a aderéncia celular nas superficies do material preparado in vitro, e
serdo avaliados parametros inflamatorios da resposta pulpar apos capeamento direto in vivo

em dentes de ratos.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a biocompatibilidade do compdsito: Bioceramica/acido poli(latico-co-glicolico), em
fibroblastos humanos e macrofagos peritoneais, in Vitro, e a resposta pulpar apds capeamento

direto em dentes de rato ap6s 30 e 60 dias in vivo.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Preparar compdsitos BC/PLGA e avaliar a morfologia por microscopia eletronica de
varredura (MEV)

2. Avaliar a citotoxicidade do compoésito BC/PLGA em contato com fibroblastos da
polpa humana (FP5) pelo reagente do MTT apo6s 0, 24 e 48 horas.

3. Avaliar a citotoxicidade do compdsito BC/PLGA em contato com macrofagos
peritoneais (MP) pelo reagente do MTT apo6s 48 horas.

4. Verificar a aderéncia celular por MEV dos fibroblastos humanos (FMM1) e dos
macrofagos peritoneais (MP) ap6s 24 horas.

5. Avaliar histologicamente a reposta inflamatoria do tecido pulpar apos capeamento
direto com composito BC/PLGA nos periodos de 30 e 60 dias.

6. Avaliar histologicamente a presenca de ponte dentinaria apds capeamento direto nos

periodos de 30 e 60 dias.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Polimero: acido poli(latico-co-glicélico)(Birmingham Polymers, EUA).

Bioceramica Osteosynt® (Einco Biomaterial, Ltda., Belo Horizonte, MG, Brasil).
Diclorometano solvente 106050 (Merck Chemical, Darmstadt, Alemanha).

Meio de cultura Eagle modificado por Dulbeco (DMEM-Cultilab, Campinas, SP, Brasil)

Meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute — Laboratério GIBCO, Grand
Island, NY, EUA).

Kit MTT (CalBioChem, Canadd)

Di-metil-sulfoxido (Q BioGene, CA, EUA)

Tioglicolato (Difco™, Le Pont de Claix, Franga)

Tripsina (Sigma-Aldrich, LO, EUA).

4.2 Preparacéo do Material

Os compositos foram preparados utilizando-se o polimero PLGA em proporg¢ao de 50:50
(PLA: PGA) dispersos em uma matriz da bioceramica Osteosynt® de granulometria 80x60
Mesh (equivalente a 180x250 um). A quantidade de PLGA: bioceramica foi padronizada na
propor¢do de 25: 75 p/p visando simular a propor¢do da composicdo (organica/inorganica) do
tecido 6sseo (HOLLINGER & BATTISTONE, 1986; LIN et al., 1998). Dessa forma a
bioceramica ¢ o PLGA foram pesados em balanca analitica e transferidos para um becker,
sendo adicionado 2 mL de diclorometano para cada grama de bioceramica. A mistura foi

homogeneizada até evaporagdo do solvente.

4.2.1 Preparacao das pastilhas e esterilizacdo

Imediatamente ap6s a homogeneizagdo do BC/PLGA, a mistura foi colocada em tubos
de vidro de 57 mm de comprimento por 7 mm de diametro (Figura 1A). Em seguida, para
conformar em pastilhas, os cilindros foram cortados produzindo discos de dois mm de

espessura no aparelho de corte preciso para materiais solidos (Precision Saw, Buehler, Illinois,
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USA) pertencente ao Laboratorio de Dentistica Restauradora do Departamento de
Odontologia Restauradora da FO-UFMG (Figura 1B). As amostras foram deixadas durante
uma semana ao ar livre para a eliminagdo do solvente e depois foram armazenadas em tubos
eppendorf e esterilizadas com 6xido de etileno no centro de esterilizagdo especializada Curar

Ltda., Belo Horizonte -MG.

FIGURA 1. Preparagdo do compoésito BC/PLGA (A) Materiais misturados nos tubos (B)

Pastilhas cortadas.

4.3 Avaliacdo da viabilidade celular frente ao compdsito BC/PLGA in vitro

4.3.1 Fibroblastos pulpares humanos (FP5)

Os testes de viabilidade foram realizados no Laboratorio de Pesquisa Bésica “Professor
Edmir Matson” da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (FO-USP), sob a
coordenacdo da Professora Doutora Marcia Martins Marques.

Foram utilizados fibroblastos de polpa humanos da linhagem celular FP5, estas células
foram obtidas a partir de cultura primaria de tecido pulpar dos dentes de pacientes com
indicagcdo de exodontia da clinica de cirurgia da FO-USP. As células foram mantidas em
ambiente criogénico e posteriormente foram descongeladas em banho de agua a 37°C por 60
segundos. Para remover a substancia crioprotetora (Dimetil Sulféxido-DMSO), o conteudo da
ampola foi transferido para um tubo falcon contendo 4 mL de meio de cultura e centrifugado a

1000 rpm por 5 minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido e o sedimento



31

ou “pellet” de células resultantes foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultura fresco. A
suspensdo de células foi transferida para uma garrafa plastica T 25 (25 cm? de area cultivavel)
contendo 5 mL de meio de cultura Eagle modificado por Dulbeco (DMEM- Cultilab,
Campinas, SP, Brasil) contendo 10% de soro fetal bovino e 1% de solucdo antibiotica-
antimicdtica (Sigma-Aldrich, LO, USA) e mantidas em atmosfera umida contendo 95% de ar
e 5% de dioxido de carbono.

Quando as células ocuparam 70% da area cultivavel do frasco, ou seja, quando
atingiram a confluéncia adequada, as células foram subcultivadas. O meio de cultura da
garrafa foi removido e reservado em tubo de centrifugacdo e a monocamada celular lavada
duas vezes com solugdo tampao fosfato-salina sem célcio e magnésio (PBS), pH 7,2. Em
seguida, as células foram tripsinizadas com 2 ml de solugdo de tripsina a 0,25% (Sigma-
Aldrich, LO, EUA) durante 3 minutos a 37°C. A tripsina foi, entdo, inativada com DMEM e
as células em suspensdo foram transferidas para um tubo falcon e centrifugadas a 1000 rpm
por 5 minutos a temperatura ambiente. O ““pellet” de células resultante da centrifugagdo foi
ressuspendido em 1 mL de DMEM fresco.

Os fibroblastos foram semeados em concentragio de 5x10* células/pogo/mL, pois
essas condigdes asseguram um crescimento exponencial por quatro dias (MATSUDA et al.,

1987).

4.3.2 Macrofagos peritoneais (MP)

O experimento foi realizado no laboratorio do Departamento de Gnotobiologia e
Imunologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(LAGI-ICB-UFMGQG) sob a coordenagdo da Professora Doutora Leda Quercia Vieira.

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6, com 6 a 8 semanas de
idade. Os camundongos foram mantidos em condi¢des ambientais controladas e alimentados
com dieta comercial para roedores “ad libitum” (Nuvital, Nuvilab, Curitiba, PR, Brazil). Os
animais foram mantidos no biotério do LAGI-ICB-UFMG. Os animais foram obtidos do
Centro de Bioterismo (CEBIO) do ICB da UFMG.

Para a obtengdo dos macrofagos peritoneais inflamatorios, 2 mL de tioglicolato 3%
(Difco™, Le Pont de Claix, Franga) foram inoculados na cavidade peritoneal do animal 3 dias

antes do sacrificio. No periodo estabelecido apds inje¢do, os animais foram sacrificados por
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decapitagdo e as células do peritonio foram obtidas apos inje¢do de 10 mL de PBS a 4°C na
cavidade peritoneal. A solu¢ao obtida do lavado peritoneal foi centrifugada a 1000 rpm por
10 minutos a 4°C. Em seguida as células foram contadas e ajustadas na concentragdo
especifica para os diferentes ensaios. As células foram incubadas em meio RPMI 1640
(Roswell Park Memorial Institute) (Laboratéorio GIBCO, Grand Island, NY, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Nutricell, Campinas, Brasil),
100U/mL de penicilina, 100pg/mL de estreptomicina e 2mM de L-glutamina (Gibco, Grand
Island, NY, EUA).

Para os ensaios de viabilidade, os macrofagos peritoneais foram incubados em placas

de 96 pocos (NUNC) na concentragdo de 2x10° células/300uL (Rezende et al., 2005).

4.4 Teste de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade pelo reagente MTT (MOSSMAN, 1983) ¢ um método
colorimétrico sensivel e quantitativo que mensura a viabilidade, proliferagdao e estado de
ativacdo das células. Este ensaio baseia-se na capacidade de enzimas deshidrogenase,
presentes nas mitocondrias de células viaveis, em converter o substrato metiltetrazolio (MTT)

solivel em dgua, no cristal de formazan, produto insolivel em agua.

Os biomateriais (BC, PLGA e BC/PLGA) foram colocados em tubos falcon estéreis,
em concentragdo de 0,2 gramas do material por 1 mL de meio de cultura (ASTM, 1992; ISO,
1997, CAVALCANTI et al., 2005). Em seguida foram aspirados, filtrados e aliquotados para
o plaqueamento. O formazan, de cor azul purpurea, foi solubilizado e entdo, sua concentracao
determinada pela quantidade do numero de células viaveis e pela densidade Optica em
espectrofotometro com filtro de 562 nm para os fibroblastos e 492 nm para os macrofagos. Foi
adicionado 0,05 g de MTT (CalBioChem, Canadd) dissolvido em 10 ml de PBSA e apds 4 h
foi adicionado 200 pl de DMSO (Q BioGene, CA, EU) mais 25 pl de solucdo tampao de

glicerina, preparada no mesmo momento no laboratdrio.
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4.4.1 Grupos experimentais

Foram estabelecidos grupos iguais tanto para fibroblastos pulpares humanos quanto
para macrofagos peritoneais com os materiais: composito BC/PLGA, bioceramica BC, PLGA
e controle (apenas células).

Para os fibroblastos pulpares foram estabelecidos tempos de 0, 24 e 48 horas apos
contato com os meios condicionados (DMEM). Ja para os macrofagos peritoneais a avaliagao
foi feita apos 48 horas de estimulag@o constante com os meio condicionados (RPMI).

Um dia apds o plaqueamento das células FP5 ou MP, os meios convencionais foram
substituidos pelos meios condicionados com os biomateriais (BC, PLGA, BC/PLGA). Para os
testes de viabilidade nos periodos predeterminados os meios condicionados dos pogos foram
aspirados e substituidos por 100 uL de meios convencionais, DMEM fresco para fibroblastos
e RPMI para macréfagos nos tempos predeterminados acima para cada tipo celular (Figura 2).

Em seguida, foram adicionados 10 pL do reagente MTT em cada poco, incluindo os
pocos sem células (brancos), como controle para a leitura no espectrofotometro. Em seguida,
apos 4h de incubagdo, em estufa a 37°C com 5% de CO, e protegido da luz com folha de
papel aluminio, 100 pL. do DMSO foi adicionado a cada pogo e levadas para leitura de sua
absorbancia em espectrofotdometro ELISA (Amersham Biosciences, Biotrak II, Inglaterra)
com leitor de 562 nm para os fibroblastos e de 492 nm para macréfagos. Os resultados foram

plotados em forma de grafico de barras.
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Procedimento do ensaio MTT sobre os FP5 e MP

FIGURA 2. Procedimento do ensaio MTT para os FP5 e MP: (A) Materiais; (B) Meio

condicionado; (C) Plaqueamento das células e (D) Placa apds aplicacao dos reagentes.
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4.5 Avaliagdo da aderéncia celular ao compdsito BC/PLGA

4.5.1 Fibroblastos gengivais humanos (FMM1)

Realizado no laboratério de cultura celular do Departamento de Quimica do Instituto de
Ciéncias Exatas (ICEX-UFMGQG), sob a coordenacdo da Profa. Dra. Maria Esperanza Cortes.

Para o ensaio de aderéncia celular foram utilizados fibroblastos gengivais humanos da
linhagem celular FMMI1, estas células foram obtidas a partir de cultura primaria de tecido
gengival dos pacientes com indicagdo de cirurgia da Clinica de Dentistica da FO-USP e
gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Marcia Martins Marques. O procedimento de
descongelamento e cultivo foi feito com os mesmos parametros utilizados para os fibroblastos
pulpares humanos (FP5) descritos no item 4.3.1. A concentracdo de fibroblastos gengivais

usados para este estudo foi de 4x10%/ mL por pogo em placas de 24 pogos (NUNC).

4.5.2 Macrofagos peritoneais (MP)

Realizado no laboratorio LAGI-ICB-UFMG sob a coordenacdo da Profa. Dra. Leda
Quercia Vieira. Para o ensaio de aderéncia celular foram utilizados macrofagos peritoneais
inflamatorios obtidos seguindo os mesmos parametros usados para os MP descritos no item

4.3.2. A concentragio de MP foi de 1x10° /mL por pogo em placas de 24 pogos (NUNC).

4.5.3 Ensaio da aderéncia celular para os FMM1 e MP

Com o auxilio da pipeta foram colocados cuidadosamente os volumes de cada grupo
celular, com as concentragdes de 1x10%/ mL por poco para os FP5 ¢ de 1x10° /mL por pogo
para MP, sobre as pastilhas do composito BC/PLGA previamente distribuidas na placa de 24
pogos (NUNC), em triplicata (Figura 3).
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Grupos:
Foram estabelecidos grupos da seguinte forma: células FMM1 com BC/PLGA, células
FMMI1 na laminula (controle), células MP com BC/PLGA e células MP na laminula

(controle).

Procedimento do ensaio de aderéncia celular nas FMML1 e os MP

FIGURA 3. Procedimento do ensaio de aderéncia celular das FMM1 e os MP sobre pastilhas
de compoésito BC/PLGA: (A) Pastilhas esterilizadas; (B) Distribui¢do das pastilhas na placa;

(C) Plaqueamento das células sobre as pastilhas e (D) Placa apos plaqueamento.
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4.6 Processamento da amostra para microscopia eletronica de varredura (MEV)

Vinte e quatro horas apds o plaqueamento e incubagdo a 37°C em estufa a 5% de CO,
o meio foi retirado (FMM1 e FM), as pastilhas do composito BC/PLGA e os controles foram
lavados com tampao fosfato 0,2 M (pH 7,2- 7,4) para eliminar o meio de cultura restante; e
fixados em solugdo de glutaraldeido a 3 % por duas horas em temperatura ambiente. A seguir,
foram feitas duas lavagens com tampao fosfato 0,2 M para eliminag@o da substancia fixadora.
Posteriormente, foi adicionada a solu¢ao pos-fixadora de tetroxido de 6smio a 1 % no tampao
por 20 minutos. Para remover a solugdo pds-fixadora, foram feitas trés lavagens, em intervalos
de cinco minutos, com tampao fosfato 0,2 M. Em seguida, as amostras foram desidratadas em
solucdes crescentes (50%, 70%, 80%, 90%, 96% e 100%) de alcool (BOZZOLA &
RUSSELL, 1992).

Posteriormente, as amostras foram secas no aparelho de ponto critico de CO, (CPD 020
Balzers, Wiesbaden, Alemanha) no Centro de Microscopia Eletronica do ICB (CEMEL-ICB).
Logo apos, as amostras foram montadas nas bases metalicas apropriadas (Stubs de aluminio)
segundo os grupos experimentais e submetidas ao processo de sputterring, cobertas com uma
camada de ions de ouro de 10nm (Balzers SCD 040, Wiesbaden, Alemanha) no Laboratorio
de microanalise do Departamento de Fisica do ICEX-UFMG. A analise da microscopia
eletronica foi feita no Centro de Microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais (FEI

Quanta, Eindhoven, Holanda)

4.7 Avaliagéo da resposta pulpar in vivo

O experimento foi realizado no Laboratorio de Odontologia Restauradora da FO-UFMG,

sob a coordenacao da Professora Doutora Maria Esperanza Cortés.
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4.7.1 Célculo amostral

No estudo piloto realizado se calculou uma perda de 20% e 80% de sucesso. O célculo
do tamanho da amostra (n) foi realizado de acordo com Kirkwood (1996) ¢ Pereira (1995).
Baseados nos resultados do estudo piloto, o nivel de prevaléncia foi de 80%, o nivel de

significancia (1,96) e a precisao requerida para a estimativa (0,1).

n=(Z1-72)* (p(1-p))
(d)’
n =(1.96)* (0.8)(0.2)
(0.2)°
n=15.36 => 16 dentes como minimo
n final = 16 + 20% (16) => 20 dentes por grupo
O n para o estudo foi de 16 dentes como minimo por grupo ¢ adicionando 20% de perdas
(3,2 =>4), o n final foram 20 dentes no grupo teste, concordando ainda com o Comité de
Etica em Pesquisa Animal da UFMG (CETEA-UFMG) em relagdo as propostas para a

utilizacdo de novos materiais.

4.7.2 Procedimento de capeamento pulpar direto

Foram utilizados ratos machos adultos de espécie Rattus norverguicus, da ordem
Rodentia e linhagem Wistar, com idade de 4 meses aproximadamente ¢ com peso de 250 até
270 gramas, procedentes do CEBIO do ICB da UFMG. As condi¢gdes de manutencdo foram
padronizadas segundo as normas de alimentagdo ¢ agua “ad libitum”, temperatura entre 23 -
25°C e em ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Os dentes escolhidos foram os primeiros molares
superiores direitos e esquerdos, e foram fixados unicamente os dentes que apresentaram a
restauracdo em boas condig¢des clinicas como critério de inclusdo para avaliagdo final.

Os grupos experimentais foram: compoésito Bioceramica/PLGA (BC/PLGA),
bioceramica (BC), PLGA e controle positivo feito com hidréxido de calcio P.A. e agua
destilada.

Os ratos foram anestesiados por injecdo intramuscular com uma seringa esterilizada de 1

mL, utilizando-se uma formulagdo composta por 10 mL de anestésico (Ketamina 10%) e 7,5
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mL de Relaxante muscular (Xilazina 10%) em uma quantidade de 0,1ml/100g do peso do rato
(MALTOS, et al., 2004; GALA-GARCIA et al. 2008; GALA-GARCIA et al. 2010).
Uma mesa operatdria foi padronizada e construida especialmente para trabalhar em

dentes de ratos seguindo técnica descrita por Houston (1964) e Sampaio (1967).

O animal foi colocado na mesa de procedimento em posi¢do supina e contido com fita
crepe nas quatro patas. O isolamento absoluto foi realizado com grampos previamente
confeccionados, medindo 9 mm de comprimento por 5,5 mm de largura adaptado ao dente do
rato através de dispositivos especificos esterilizados em autoclave (121°C) por um periodo de
30 minutos, de acordo com as normas da Comissdo de Bioseguranca da UFMG (COBIO-
UFMG). A seguir, foi colocado o dique de borracha (Madeitex®) desinfetado com alcool
iodado, deixando secar por dois minutos, ¢ lavado com bolinha de algodao estéril embebida

em agua destilada.

A abertura foi feita aprofundando a parte ativa da broca cone invertida N° 34 de baixa
rotagio (SS White®) até conseguir uma Classe I na face oclusal do dente com refrigeragio a ar
intermitentemente. A exposicao pulpar nos dentes escolhidos foi feita com sonda exploradora
(Maillefer®) esterilizada e padronizada com uma angulacdo da parte ativa. Seguidamente,
foram lavadas com &gua destilada e secadas até conseguir a hemostasia com bolinha de
algodao estéril.

Apo6s a exposicao, os materiais foram colocados de acordo com grupos previamente
definidos: Composito BC-PLGA, Bioceramica, PLGA, Ca(OH), e 4gua destilada como
controle negativo (Artigo 1). Imediatamente apds, foi colocada uma matriz metélica
previamente esterilizada com didmetro padronizado como interface para proteger o material
de capeamento da restauragdo com amadalgama. O amalgama de prata (capsula G580®),

utilizado foi condensado e brunido (GALA-GARCIA et al., 2008) (Figura 4).
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Procedimento de capeamento pulpar direto

FIGURA 4. Capeamento pulpar direto no primeiro molar superior esquerdo do rato:
(A) Animal anestesiado na mesa cirurgica; (B) isolamento absoluto do primeiro molar
superior esquerdo; (C) e (D) preparagao da cavidade; (E) exposicdo; (F) colocagdao do matérial

e restauragdo com amalgama de prata.
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O sacrificio do animal foi realizado com prévia anestesia, com inje¢ao intramuscular da
mistura de 10 mL de anestésico (Ketamina 10%) e 7,5 mL de relaxante muscular (Xilazina
10%) em uma proporcao de 0,1 mL/100g do peso do rato. Usou-se a técnica de deslocamento
cervical (CETEA-UFMG, 2004) nos periodos de tempo predeterminados (TABELA 1 e 2). Os
maxilares foram removidos e fixados em solu¢ao de formalina tamponada a 10% por 48 horas

(ORSTAVIK & MJOR, 1988).

TABELA 1. Distribui¢do do nimero de dentes de ratos apés 1, 7, 14 e 30 dias de
capeamento pulpar. Estudo Piloto. (Artigo 1).

N’ de dentes segundo periodos estabelecidos

Material 1 dia 7dias 14 dias 30dias Total
Compdsito BC/PLGA 4 4 4 4 16
Bioceramica 3 3 3 3 12
Controle Positivo Ca(OH), 4 4 4 4 16
Controle negativo H,O estéril 2 2 2 2 8
Total 13 13 13 13 52

TABELA 2. Distribui¢ao do numero de dentes de ratos apos 30 e 60 dias de capeamento

pulpar (Artigo 2)
N’ de dentes segundo periodos estabelecidos
Material
30 dias 60 dias Total

Compdsito BC/PLGA 20 20 40
Bioceramica 20 20 40
PLGA 10 10 20
Controle Positivo Ca(OH), 20 20 40
Total 70 70 140
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4.7.3. Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa em animal (N 167/2007
CETEA-UFMG) e do Comité de Etica em pesquisa em humanos da USP, SP (COEP N’
47/06).

4.8 Processamento histoldgico para microscopia optica

O processamento histologico foi realizado no laboratério de Biologia de
Desenvolvimento do Instituto de Ciéncias Biologicas ICB/UFMG sob a coordenacdo da

Professora Dra Gerluza Borges Silva.

A desmineralizagdo dos dentes foi realizada apds lavagem, os maxilares contendo os
dentes foram colocados em acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10% durante 20 dias
com periodos de troca a cada quatro dias até conseguir uma consisténcia adequada. O

processamento histologico foi realizado em triplicata pelos métodos histo-técnicos de rotina.

Desidratacao progressiva em alcool etilico de 60% até 99,6%.

b. Diafanizagdo com xylol como reagente intermediario
C. Impregnacao em parafina ou em resina

d. Inclusao em metacrilato

e. Microtomia: cortes de 5 micrometros

f. Coloragao por hematoxilina-eosina.

Os cortes histoldgicos foram observados apos 30 e 60 dias com a finalidade de avaliar a
resposta pulpar e a evolucio da resposta tecidual apos o capeamento. Tendo em consideracao

os eventos de inflamagao, resolugao e formacao de ponte dentinéria.
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4.8.1 Critérios de Avaliacéo

Os critérios empregados para o tecido pulpar foram a avaliagdo e classificacdo das
alteracdes teciduais pulpares realizadas segundo os pardmetros descritos na literatura por

Faraco & Holland, 2004; Briso et al., 2006 e¢ Accorinte et al., 2008, a seguir:
Estado geral da polpa

1 - Sem reacdo inflamatoria
2 - Com reacao inflamatoria
3 - Abscesso

4 - Necrose

Resposta inflamatoria

1 - Tecido normal sem resposta inflamatodria evidente.

2 - Leve infiltrado celular inflamatério com leucécitos polimorfonucleares ou mononucleares
dispersos, proximos a area exposta.

3 - Moderado a denso infiltrado celular envolvendo a area subjacente a exposicao.

4 - Severo infiltrado celular inflamatorio envolvendo metade ou mais do volume pulpar, com

presenca de abscesso.

Similarmente, os critérios usados para avaliacdo do tecido dentinario neoformado
foram adequados segundo Faraco & Holland, 2004; Briso et al; 2006 e Accorinte et al., 2008
segundo a :
Formacéao de Tecido Mineralizado:
1 — Presenca

4 — Auséncia

Localizacéo:

1 - Fechamento da area de exposi¢ao sem invadir o espaco da polpa.

2 - Formagao do tecido dentindrio invadindo a polpa ao lado das paredes dentinarias.
3 - O tecido dentinério alcangou até a parede dentinaria.

4 - Nenhuma deposicao tecido dentinario ou s6 nas paredes da exposicao.



Continuidade

1 — Completa.

2 - Minima comunicagdo entre o material para capeamento com a polpa dental.

3: - S6 deposigdo de tecido dentinario nas paredes laterais da cavidade exposta.

4 - Auséncia de tecido dentinario e auséncia de tecido dentindrio na parede.

Morfologia

1 - Dentina ou dentina com tecido dentinario irregular.
2 - S6 deposigao de tecido dentinario irregular.

3 - S6 uma pequena camada de tecido dentinario.

4 - Nenhuma presenga de tecido dentinario.
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Bioceramic/Poly (glycolic)-poly (lactic
acid) composite induces mineralized
barrier after direct capping of rat tooth
pulp tissue

Abstract: The aim of this study was to observe the histopathological
pulp response following direct pulp capping of mechanically exposed
teeth in rats with a composite of beta-tricalcium phosphate-hydroxyapa-
tite bioceramic (BC) and poly (glycolic)-poly (lactic acid) (PLGA) material
or a calcium hydroxide [Ca(OH),] material, compared to BC alone and
a negative control of water. Pulp of the maxillary molars was exposed,
followed by capping with the experimental material. The pulpal tissue
response was assessed post-operatively at 1, 7, 14 and 30 d, followed by
histological analysis. The Ca(OH), group exhibited severe acute inflam-
matory cell infiltration at day 14. However after 30 d, a new hard tissue
with macro porous obliteration of the pulp chamber and a characteristic
necrotic area had appeared. BC and Ca(OH), capping were associated
with moderate inflammation and dentinal bridge similar. Meanwhile, in
the BC/PLGA composite group, there was moderate inflammatory infil-
trate and formation of a dense and complete dentinal bridge. In conclu-
sion, the BC/PLGA composite material showed a large zone of tertiary
dentin, and effectively reorganized the dentin-pulp complex.

Descriptors: Dental pulp capping; Polymers; Calcium hydroxide;
Dentin.

Introduction

In vivo studies have confirmed the advantages of hydroxyapatite
(HA)/calcium phosphate bioceramic (BC) materials with a porous struc-
ture for tissue growth,' however, the application of porous hydroxyapa-
tite ceramics is limited, as their strength decreases exponentially with
the pore volume ratio. Pulp capping provides adequate protection of
vital pulp exposed to the oral environment. A biologically acceptable
treatment was achieved with the advent of materials that promote pulp
cells to stimulate deposition of a hard tissue bridge. Calcium hydroxide
[Ca(OH),], dentin adhesives, hydroxyapatite, mineral trioxide aggregate,
tricalcium phosphate, allogenic dentin matrix, and bone morphogenet-
ic protein have been widely studied with regard to hard tissue barrier
formation after pulp exposition to improve upon direct pulp capping.?
The synthetic calcium phosphate (CaP) biomaterials, hydroxyapatite and
tricalcium phosphate ceramic, are used in orthopaedic treatment and
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have been developed as pulp capping agents based
on their biocompatibility and potential to stimulate
osteogenesis. Studies have demonstrated that pre-
fabricated PLGA/CaP cement loaded with 400 ng of
TGF-PB1 can trigger resident stem cells in the pulp
to differentiate into odontoblast-like cells and in-
duce the formation of tertiary dentin.* The cellular
mechanism of the dissolution/precipitation process
involved a formation of carbonate hydroxyapatite
(CHA) on CaP surfaces in vivo. Acidity of the en-
vironment due to cellular activity (macrophages, os-
teoclasts) causes partial dissolution of CaP, leading
to an increased saturation of the biologic or physi-
ological fluid. This saturation results in precipita-
tion of CHA with incorporated CO,, other ions,
and proteins.’

The BC micro-macro porous of -tricalcium
phosphate (BTCP) with hydroxyapatite (HA) has
been studied and effectively used as biodegradable
material for bone replacement.®® The composite
formed by BC and poly (glycolic)-poly (lactic acid)
(PLGA) in the same natural bone inorganic/organic
composition (75:25)%* rendered a porous structure
that served as a scaffold for cellular adhesion. We
hypothesized that BC composite could serve well
in the release of calcium ions and cellular adhesion
through the stimulation of the mineralized dentin
deposition. Thus, the aim of this study was to ob-
serve the histopathological response of pulp tissue
after dental pulp-capping using a BC/PLGA com-
posite material.

Materials and Methods
BC/PLGA composite preparation

A 75:25 molar ratio of BC/PLGA composite was
prepared using a dual-phase mixing method; the 8-
Tricalcium phosphate (B-TCP) and (HA) BC (Einco
Biomaterial Ltd.®, Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brazil) were dispersed in a polymeric biodegradable
matrix made from a copolymer of lactic and glycolic
acid (PLGA) (MW 60 kDa) (Birmingham Polymers,
Inc., Durect Corporation, Pelham, Alabama, USA).
The polymer was dissolved in an organic solvent,
dichloromethane, and the respective portion of BC
was added. In order to remove the maximum amount
of solvent residue, the samples were subjected to a

vacuum at 37°C for 24 h.”$ Samples were sterilized
with ethylene oxide and stocked for one week before
implantation in the dentin-pulp complex.’

Animals

This study was approved by the Ethics Commit-
tee for Animal Research of the Federal University of
Minas Gerais (170/2007). The animal model used
was chosen in accordance with the protocol for pulp
capping for new material evaluation before use on
humans to minimize atypical response.'’

Fifty-two non-carious, upper first molars of
healthy 4-week-old rats (Rattus norvegicus), weigh-
ing 250-300 g, were analyzed. The animals were
randomly divided into 4 groups to receive a cap-
ping agent: Ca(OH), powder mixed with distilled
water; BC/PLGA; BC alone; and distilled water as
a negative control. The animals were sedated with
an intramuscular injection of 10% Ketamine (0.1 ml
/ 100 g of body weight) (Cetamin®, Syntec, Sdo
Paulo, Sao Paulo, Brazil) mixed with 10% Xylazine
(Anasedam®, Vetbrands®, Sio Paulo, Siao Paulo,
Brazil) at a 2:1 Ketamine to Xylazine v/v. A cavity
was prepared on the occlusal phase of the maxillary
first molars of each animal. Crown access was made
with round carbide burs 1/4 (Maillefer®, Ballaigues,
Orbe, Switzerland) to avoid leakage into the pulp
tissue, to standardize cavity access, and to create a
future histologic reference point. The procedure was
carried out under isolation with a rubber dam and
antiseptic treatment with 10% iodine povidone and
70% alcohol. The cavity was accessed using copious
sterile water under low rotation with no additional
retention. In order to expose the pulp, a final perfora-
tion was carefully performed with a steel probe and
gently cleaned with cotton buds and distilled water
for 2 min. A metal foil interface (stainless platinum,
2 mm diameter) was used to prevent detrimental dis-
charge of ionic mercury contained in the final amal-
gam restorative material (Velvalloy, S.S. White, Ltd.,
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil).!"-'?

Histological procedures

At post-operative days 1, 7, 14 and 30, the ani-
mals were sedated with an intramuscular injection
as described above, sacrificed by cervical traction,
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and the maxillary molar specimens were dissected
using a scalpel. The specimens were fixed in 10%
formalin (Rioquimica®, Sao Paulo, Sio Paulo, Bra-
zil) for 48 h at 4°C. Complete demineralization was
obtained in 10% EDTA (Sinth®, Sao Paulo, Sio
Paulo, Brazil) and renewed every 4 d until the corre-
sponding end-point. The tissues were dehydrated in
a gradual ethanol series followed by paraffin embed-
ding. Five-micron-thick sections were obtained for
Hematoxylin and Eosin (H&E) staining in order to
assess the amount of dentin formation and to evalu-
ate the qualitative and quantitative tissue response.
Histological analyses were performed by the same
single-blind examiner using a light microscope, to
count the number of inflammatory cells in 8 differ-
ent high power (200 X) fields of view according to
the following standard histological gradation cri-

Table 1 - Inflammatory cell counts after pulp capping with
tested materials observed at four experimental time points.

Time point
Groups
1d 7d 14 d 30d
Ca(CH), 95 175*% 76* 32
BC/PLGA 125 169 75* 25
BC alone 168* 185 12 18
Negative control 202 398 442 347

*p > 0.05 between the Ca(OH), and BC/PLGA groups.

500

teria: (i) Severe: > 250 cells; (ii) Moderate: between
141 to 250 cells; (iii) Slight: between 31 to 140 cells;
(iv) No significant or normal response: < to 30 cells.

All statistics were performed using analyses of
variance (ANOVAs) (Biostatistic®, Belém, Para,
Brazil). Differences of more than two groups were
analyzed by Tukey-test. Statistical significance was
defined as p > 0.05.

Results

The Inflammatory cells count analysis after pulp
capping in each group after 1, 7, 14 and 30 days are
shown in Graph 1.

Ca(OH), group

On the first day after pulp capping with Ca(OH),,
the cavity floor was densely filled by scattered granu-
lar structures overlying a proliferation of the normal
cellular zone of the pulp (Table 1). A large number
of neutrophils, enlarged capillaries, and some mac-
rophages were observed adjacent to the superficial
necrotic tissue. The predominant acute infiltrate was
slight and degenerative, and necrotic or debris cells
were scattered in direct contact with the exposed
area. On the 7 day, the inflammatory infiltrate be-
came moderate and was mixed with macrophages,
polymorphonuclear cells, fibroblast-like cells, and
predominantly enlarged capillaries especially close

450
400 | T
350 -
300

250

Inflammatory cells

200 - x 185
150 -
100 A

50 —

Graph 1 - Inflammatory cell count
analysis after pulp capping in each
group after 1, 7, 14 and 30 d.

—— Ca(OH),
—=— BC/PLGA
- A - BC

- x - Negative Control
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to the Ca(OH), treatment site. There was a signifi-
cant difference between the more intensive pulp
response of teeth treated with Ca(OH), than those
treated with the BC/PLGA composite at post-op-
erative day 7 (p > 0.05). On the 14 day, the pulp
tissue showed a slight inflammatory infiltrate with
lymphocytes, plasma cells, and enlarged capillar-
ies. The exposed area was obstructed by fibrous and
mineralized tissue, and in some cases, there was also
porosity formation. On the 30 day, there was only
a slight presence of inflammatory infiltrate. Dentin
formation sufficient to cause complete obstruction
after pulp exposition occurred in only 30% of rats
in this group. Tertiary dentin, tunnels, fibrous for-
mation and plasma cells were observed adjacent to
the exposed site (Figure 1).

BC/PLGA group
Results for days 1, 7, and 14 in the BC/PLGA
group were similar to those in the Ca(OH), group.

Figure 1 - Hematoxiline & Eosine-stained section of tissue
collected 30 d after pulp capping with Ca(OH),. A complete
calcified bridge was observed (arrow)(40 X).

However, on the 30t day, formation of mineralized
tissue (dentinal bridge or osteodentin) was observed
with complete filling of the exposed sites in the BC/
PLGA group specimens (Figure 2). The inflamma-
tory process was completely resolved by post-opera-
tive day 30.

BC group

In the BC group, a large number of neutrophils,
fibroblast-like cells, enlarged capillaries, as well as
macrophages were observed adjacent to the exposure
zone at day 1. The infiltrate presence was generally
moderate. After 7 d, pulp tissue was mainly infil-
trated by polymorphonuclear cells surrounding the
biomaterial. On the 14 day, fibrosis filled the total
extension of the pulp chamber, but no infiltrate was
observed and there was statistical difference com-
pared to the Ca(OH), group (p > 0.05). After 30 d,
osteodentin formation was found, but with discon-
tinuous obstruction of the pulp exposure (Figure 3).

collected 30 d after pulp capping with BC/PLGA composite. A
complete calcification bridge was observed (arrows)(40 X).

Braz Oral Res. 2010 Jan-Mar;24(1):8-14 11
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Figure 3 - Hematoxiline & Eosine-stained section of tissue
collected 30 d after pulp capping with BC alone. Dense con-
nective tissue (arrow) and incomplete calcified bridge (ICB)
were observed (40 X).

The dentin bridge in the BC group was similar to
that in the Ca(OH), group.

Negative control group

The inflammatory infiltrate varied from slight to
absent in this post-operative period. Post-operative
day 1 showed the cavity floor of the negative control
group was densely filled with granular structures in
which plasma cells were scattered. Superficial ne-
crotic tissue was presented adjacent to the exposed
site, and a large number of neutrophils and enlarged
capillaries proliferated adjacent to the necrotic tis-
sue. The infiltrate extent was predominantly severe;
the necrotic pulp cells and cellular debris were scat-
tered only in the superficial zone of the pulp tissue.
On the 7* day, the intense inflammatory infiltration
persisted and enlarged capillaries were predomi-
nant. Polymorphonuclear cells were found in large
numbers, and macrophages and giant cells were also
observed. On the 14" day, the inflammatory infil-
trate continued severely, with a mixed infiltrate of
lymphocytes, plasma cells, and enlarged capillaries.
Furthermore, necrosis of the connective tissue was
observed in the exposure site. On the 30 day, in-
flammatory infiltration composed of mononuclear
cells remained severe, (Figure 4) nevertheless, there
were fewer inflammatory cells than at the earlier
time points. While fibrous tissue was observed in
two specimens, complete obstruction of the exposed

12 Braz Oral Res. 2010 Jan-Mar;24(1):8-14

Figure 4 - Hematoxiline & Eosine-stained of tissue collect-
ed 30 d after negative control pulp capping. Pulp necrosis
was evident (40 X).

site was not detected.

Discussion

Many studies have shown that CaP BCs are
highly biocompatible with cells and tissues’ and
they are therefore recommended for use in the den-
tin pulp complex.'* The BC/PLGA has mainly been
used as a scaffold, we believe this is most likely due
to the biodegradation process of PLGA. The poly-
mer degradation of the most soluble phase of this
BC favored growth of pulp tissue adjacent to the ex-
posure site. BC biphasic composition may have act-
ed as a physiological stimulus and anchor for tissue
neoformation.!”® In the present study, smaller resi-
dues in the pulp chamber filled with BC/PLGA were
observed relative to that seen with free BC capping
30 d after treatment. These results could be due to
the simultaneous hydrolyses of a polymer/ceramic
that may have provided a better physiological envi-
ronment for odontoblasts than polymer or BC.
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The crucial effects of HA can be seen in its abil-
ity to enhance bone growth, both across a gap and
around an implant, in stable and unstable mechani-
cal conditions, additionally, it can facilitate the con-
version of the induced fibrous membrane into a bony
anchorage."” In the BC/PLGA composite group, a
fibrous layer formed (after 30 d) which was later
supplanted by a newly formed dentin-like tissue.
Likewise, this immediate tissue formation can be fa-
vored by the properties of these materials, such as
cellular adhesion, strong cohesion, and phase stabil-
ity." Usually after 5-8 weeks in contact with other
materials used for direct pulp capping, tissue shows
signs of dentin deposition and inflammation reduc-
tion."”?! In addition to the presence of some specific
inflammatory cells, hydrolytic enzymes also partici-
pate in a micro-atmosphere, decreasing the tissue
pH, which is important to the process of bone neo-
formation.! Various extents of inflammation were
observed within each group in our study.

Since the use of Ca(OH), for direct pulp capping
was first introduced, it has been used to improve the
inner capability of repairing exposed pulp.?? How-
ever, the efficacy of Ca(OH), is limited, especially
due to the superficial necrosis and the structure
quality of the tertiary dentin.?*?% Histological stud-
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Abstract

The aim of this study was to assess the cell viability of bioceramic (BC) and poly
(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) composite (BC/PLGA) in macrophages, human
dental pulp fibroblasts (FP5) culture and to evaluate the rat dental pulp after direct
capping pulp. There was progressive fibroblast growth in all experimental groups in a
similar form among the groups. The histological evaluation of inflammatory infiltrate
and dentinal bridge formation after 60 d were evaluated. Scores were established for
the hard tissue formation, general state of pulp and inflammatory response level. In
vivo study showed that BC/PLGA composite, BC or Ca(OH), had presence of
dentinal bridge been that composite was the most prevalent (90%) reached the best
scores after 60 d. Mild to moderate inflammatory response was the most prevalent
general state of the pulp after 30 days. Moreover, necrosis was more prevalent after
60 days in both of groups. The results obtained of reparative dentine bridge verified
after pulp capping after 60 days with the experimental materials in vivo were possibly
due to the chosen model. In conclusion, the BC/PLGA composite is biocompatible
with human fibroblasts and peritoneal macrophages and direct pulp capping had the

best tissue response when compare with Ca(OH)s.

Keywords: calcium phosphate, poly (lactic-co-glycolic acid), dental pulp capping,

fibroblasts, macrophages, cellular viability, hard tissue bridge,
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INTRODUCTION

During routine clinical dentistry procedures, it is possible to expose the pulp tissue
and proceed to pulp capping to preserve pulp vitality and promote healing and
function. Numerous factors may influence the healing process of the dental pulp,
including the condition of the pulp itself, the restorative material manipulation, the
applied capping material, and so forth. The most commonly used materials for dental
pulp capping are various forms of calcium hydroxyde by their odontogenetic effect
(1). The application of calcium hydroxide is a treatment option to encourage hard
tissue bridging after dental pulp capping. However, this material is not considered
ideal because is not able to really induce new tissue formation in most cases. Other
material such as dentin adhesives, hydroxyapatite, mineral trioxide aggregate,
tricalcium phosphate, allogenic dentin matrix, bone morphogenetic protein (BMP)
and calcium hydroxide cements have been studied with regard to hard tissue barrier
formation after pulp exposition (2,3). It has been suggested that tissue engineering
techniques can offer a solution for this problem (4). One approach is the
development of a conductive scaffold to induce the resident cells in the dental pulp to
regenerate the new tooth tissue.

Calcium phosphate-based bone substitute materials in different forms (granules,
blocks, composites) or as cements or coatings on orthopedic and dental implants are
used in many medical and dental applications. Morover could be used as scaffolds in
tissue engineering for dentin or bone regeneration. Calcium phosphates (CaP) are
similar to bone in composition and having bioactive (ability to directly bond to bone,
thus forming a uniquely strong interface) and osteoconductive (ability to serve as a
model or guide for the newly forming bone) properties. Interconnecting porosity

(macro porosity and micro porosity) similar to that of bone can be introduced by
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chemical or physical methods. The bioactive property promotes formation of a
carbonate hydroxyapatite layer, which attracts protein to which cells bind or adhere,
proliferate, and differentiate, leading to matrix production and biomineralization or
formation of new bone (5).

Tricalcium phosphate (TCP) is a porous bioceramic material and it has biological
properties as non-reactivity and resorbability. It can serve as scaffolding for bone
ingrowths, as it progressively degrades and is replaced by bone. Both the alpha and
beta types of TCP have been shown to play important roles in bone grafting
procedures. Physical investigations using density functional calculations suggest that
beta-TCP is more stable than alpha-TCP (6). Because of its osteoconductivity and
bone replacement capability, TPC is highly promising for use in numerous dental and
craniofacial procedures, including the reconstruction of frontal sinus cavities. In
theory, the biocompatibility of TCP combined with calcium release may allow TCP to
stimulate odontoblasts, thus promoting the formation of dentin bridges. TCP also
seems to promote bone regeneration (7) or was able to trigger resident stem cells in
the pulp to differentiate into odontoblast-like cells and to induce the formation of
tertiary dentin (8).

Poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) is a copolymer composed of one or more of
three different monomers, I-lactic, and/or glycolic acids. The polymer, can be made to
be highly crystalline, is a biodegradable polymer that has been approved by the FDA
and has been widely investigated for its applicability in drug delivery applications (9,
10).

In a preliminary study of direct capping pulp with bioceramic dispersed in a poly
(lactic-co-glycolic acid) polymer (BC/PLGA) was demonstrated that the BC/PLGA
composite was capable of stimulating pulp tissue reorganization and barrier

formation of a mineralized tissue which successfully filled the pulp exposition and the
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inflammatory infiltrate of the pulp tissue observed was compatible with a tissue repair
process after 30 days (11).

In the present study, it was hypothesized that the biological properties of the [-
tricalcium phosphate-hydroxyapatite bioceramic (BC) optimized by poly (lactic-co-
glycolic acid) (PLGA), can be further a better material (BC/PLGA) after pulp capping
after 60d. Additionally, the biocompatibility of pulp cells (macrophages and
fibroblasts) could result an effective pulp responses can act as vehicles for the
delivery of signal molecules that stimulate the differentiation of innates pulp cells into
odontoblasts-like, resulting in a biological regeneration through enhanced tertiary
dentin formation.

The aim of present study was to asses the cells biocompatibility in contact with
Bioceramic/Poly (lactic—co-glycolic acid) composite (BC/PLGA) of peritoneal
macrophages, human fibroblasts cultures and subsequently, histological evaluation

of rat dental pulp after direct pulp capping after 30 and 60 days.

MATERIALS AND METHODS

MATERIALS

The B-tricalcium phosphate (B-TCP) and hydroxyapatite (HA) (Osteosynt ®) was
gently donated by Einco Biomaterial®, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil; the
polylactic and glycolic acid polymer, MW 60 kDa was obtained from Birmingham
Polymers, Inc., Durect Corporation, Pelham, Alabama, USA. Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM-F12) and RPMI medium 1640 were obtained from Sigma
Chemical, St. Lois, MO; MTT reduction analysis kit (Vybrant MTT, Molecular Probes,

Eugene, OR).
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BC/PLGA composite preparation

The composite was prepared as previously related by Gala-Garcia, et al., 2010 (11).
Briefly, the BC/PLGA composite was prepared using the dual-phase mixing method.
It was mixture two suspensions of bioceramic with polymeric phase dissolved in an
organic solvent, dichloromethane, and mechanically stirred for 4 h (12-13). After the
complete solvent evaporation the suspension was placed in a glass mould to form a
tube, and cutted in slides of 2mm x 5mm. The samples were sterilized with ethylene
oxide and stocked for one week before implantation in the dentin-pulp complex (14).
The morphology of BC/PLGA was evaluated by Scanning Electron Microscope in
Jeol JSM 6360 (Tokyo-Japan).

Cells cultures

Human pulpal fibroblasts (FP5 cell line) derived from a human third molar germ and
were grown in DMEM-F12, supplemented by 10% (SFB) and 1% antibiotic—
antimycotic solution (10 000 units of penicillin, 10 mg of streptomycin and 25 pg/mL
of amphotericin B in 0.9% sodium chloride; Sigma) in a humidified air-5% CO?
atmosphere at 37°C. Cells were used at the fifth and 6" passages in all experimental
procedures (15).

Peritoneal inflammatory macrophages (primary culture) were obtained from female
mice, C57BL/6, with age of 6 - 8 weeks, from CEBIO (UFMG, Belo Horizonte, Brazil)
and kept in a conventional animal house facility with environmental barriers. The
peritoneal cavity was injected with 2 mL of 3% thioglicolate medium, containing 1%
sterile agar. Three days after injection, the animals were killed by decapitation and
10 ml of sterile PBS were injected into the peritoneal cavity using a syringe and an
18-gauge needle. Cells were recovered from the peritoneal cavity by aspirating back
the PBS containing the inflammatory cells. Immediately were placed into 300 pL of

RPMI medium, containing 10% SBF, 2mM of L-glutamine and 100 units/mL of
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penicillin and 100ug/mL of streptomycin and cultivated (2x10° cells/wells) at 5% CO,

humidified atmosphere and 37°C (16).

MTT-based cytotoxicity assay

The experimental cells groups were: Control (cells in culture medium), BC/PLGA
composite + Cell culture medium, bioceramic (Osteosynt®) + cell culture medium
and polymer PLGA + Cell culture medium. In order to obtain the conditioned media
for each material (BC/PLGA, BC and PLGA groups) were used 0.2 g /ml of fresh
medium DMEM-F12 for fibroblasts an RPMI for macrophages, according to the
American Society for Testing and Materials (17). These samples had direct contact
with the materials for 1 h allowing release or dissolution of substances during this
procedure (15).

The FP5 cells were plated into 96-well microtitration plates (5 x 102 cells/well). After
4h, the cells received conditioned medium to each experimental group. Conditioning
was carried out for 1 h, at 37°C, in humid atmosphere with 5% of CO,. After this
period, the conditioned medium of all groups were substituted for fresh medium. Cell
mitochondrial activity was analyzed using the MTT based cytotoxicity assay at 2, 24
and 48 h after the conditioning, for each experimental group. Immediately after the
end of the assay procedures the absorbance was read in a micro plate reader
(Biotrak 1l, Biochrom Ltd., Eugendorf, Austria) using a 562 nm filter. All the
experiments were done in triplicates. Cell growth curves were then plotted and the
absorbance data were transformed into percentage of viable cells.

The MP were plated into 96-well (2 x 10° cells/well), cell mitochondrial activity was
analyzed using the MTT assay after 48 hours after the conditioning, for each
experimental group. Immediately after the end of the assay procedures the

absorbance was read in a micro plate reader using a 562 nm filter. The scores
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obtained from replicates of FP5 or MP cellular group were compared by ANOVA

complemented by Tukey test.

Cellular adhesion evaluation

The cell concentration was of 1x10* / mL for FMM1 and 1x10° / mL for MP.
Carefully, with the pipette was placed 1 ml of medium were placed on BC/PLGA
composite discs and control group in ftriplicate. The morfological analysis was

performed by SEM.

Evaluations of pulp response in vivo

This study follow the same protocol described elsewhere (11,18). The research was
approved by the institutional Ethics Committee for Animal Research. Healthy 4-week-
old male rats (Rattus norvergicus), weighing 250-300 g were used to access the
upper non-carious first molars (n=20/group). The animals were randomly divided into
4 groups to receive a capping agent: BC/PLGA composite, BC, or Ca(OH), powder
mixed with distilled water and PLGA group (n=10).

In order to obtain more specific information in the present study, the histologics
evaluation used the following protocol: slides were blindly evaluated by one
calibrated examinador according to the criteria described in Table 1, each
histomorphologic event of hard bridge tissue and dental pulp tissue were evaluated
in a 1-4 score system, with 1 being the best result and 4 the worst result. The
statistical analysis of scores attributed to each group was performed
using the software Statistical Package for Social Sciences (version 15.0 for
Windows, SPSS Inc., USA) and descritive analysis and for Qui-square and Fisher

Exact Test.
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TABLE 1. Scores used during histological exams: hard tissue bridge and
inflammatory response used to histological exams of dental pulp.

Scores
1
4
Scores
1
2
3
4
Scores

Hard tissue

Presence

Absence

Continuity

Complete

Little communication of the capping material with dental pulp
Only lateral deposition of hard tissue on the walls of the cavity of pulp exposition
Absence of hard tissue bridge and absence of lateral deposition of hard tissue
Morphology

Dentin or dentin associated an irregular hard tissue

Only irregular hard tissue deposition

Only a slight layer of hard tissue deposition

No hard tissue deposition

Localization

Closure to the exposition area without invading the pulp space

Bridge invading pulp space next to the opposite dentin wall

Bridge reached the opposite dentin wall

No bridge or only hard tissue deposition on the walls of the exposition cavity

TABLE 2. Percentage of scores attributed for each group in each criterion of hard
tissue bridge

Scores

Inflammatory reaction

Absent

Mild: inflammatory cells only next to dentin bridge or area of pulp exposition
Moderate: inflammatory cells are observed in part of coronal pulp

Severe: all coronal pulp is infiltrated or necrotic

General state of the pulp
No inflammatory reaction
With inflammatory reaction
Abscess

Necrosis
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Results

SEM micrographs of BC/PLGA composite are shown on Fig. 1. The powder is
entirely irregular in shape and possesses a sharp surface, heterogeneous mixture of
bioceramic and polymer materials and presence of pores of 30-50 micrometres,
approximately. The pores are open; however bare interconnected, nonhomogenous

network with low porosity was noted.

Figure 1. Scanning electron micrographs of BC/PLGA composite disc surface
showing an irregular topography (A) and presence of pores.
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MTT-based cytotoxicity assay

The results of the cytotoxicity assay of the different materials: composite, bioceramic
or PLGA evaluated on human pulp fibroblasts (FPS) are present in Fig. 2 (A). There
was a progressive cell proliferation in all experimental groups similar to the control
group at each experimental time (1 or 24). After 48 h only the composite group had
fewer cells proliferation when compared to control group, however, demonstrated an
increasing profile when compared to composite after 24 h, and was similar with the
other groups BC or PLGA.

The macrophages viability remained at 100% when in contact with the composite
(Fig.2 B), bioceramic and/or polymer PLGA. All groups showed the similar behavior
in relation to metabolism of MTT (p = 0.05). (ANOVA complemented by Tukey test).
The fibroblasts and peritoneal macrophages showed excellent cellular adhesion and
distribution on BC/PLGA discs composite are shown on Fig. 3 A and B, respectively.
There were many cells adhered and distributed uniformly on the BC/PLGA composite
discs surface, exhibiting well-defined cytoplasmic extensions that projected from the

cells to the surrounding surface or adjacent cells.
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Figure 2. Cellular viability of human pulp fibroblasts culture after contact with control,
bioceramic, PLGA and BC/PLGA composite (COMP)2; 24 and 48h(A); and viability
of peritoneal macrophages after 48 h of contact with control, bioceramic, PLGA or

BC/PLGA composite (COMP).
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Figure 3. SEM of BC/PLGA composite surface showed the presence human gingival
fibroblasts adhesion after 24 h (arrows) (A) 4300X and peritoneal macrophages

peritoneal macrophage cell (B) 4000X.
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In vivo pulp capping test after 30 days

The results after pulp capping in BC/PLGA 30 group showed 90% of the specimens
exhibited presence of complete bridge invading pulp space next to the opposite
dentin wall and dentinal associated and irregular tissue ly hard tissue (Fig. 4A) and in
60% of the cases the hard tissue bridges were partial. Different inflammatory
intensities were observed on the specimens (scores 2 and 3), absent inflammation
was noted in 30% (Fig. 4B). No hard tissue was observed with pulp necrosis in 10%
of the cases.

In the BC30 group after pulp capping 50% of the specimens exhibited complete hard
tissue, 10% completely hard tissue bridge invading pulp space and only irregular
hard tissue deposition (Fig. 4C) and 30% of the cases showed partial hard tissue
bridges. Different inflammatories intensities were observed of the specimens, absent
inflammation in 10%, mild in 20% (Fig. 4D) and moderate in 20%. Absence of hard
tissue bridges and pulp necrosis or abscess was observed in 40% of cases.

In PLGA Group 30, ninety percent of the specimens exhibited hard partial tissue
bridges invading pulp space (scores 2 and 3) next of the opposite dentin wall and
irregular hard tissue deposition (Fig. 4E). The presence of inflammation was 20%
mild to moderate (Fig. 4F). When analyzed continuity 90% of the cases had hard
tissue bridges (score of morphology 1 plus 2) and pulp necrosis was noted in 10%
(score 4).

In the CaOH 30 group after pulp capping 85% of the specimens exhibited presence
of dentin bridge, which 20% of showed complete tissue bridge formation closures the
exposition area invading the pulp space with irregular dentin (score 1 of continuity)
(Fig. 4G) and partial bridge formation was observed in 65%. In these cases, absent
inflammation was observed in 20%, mild in 40% (Fig. 4H) and moderate in 25%. No

hard tissue bridge and pulp necrosis were observed in 15% of the cases (score 4).
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Figure 4. Light micrographs of pulp dental tissue after 30 days pulp capping with: BC/PLGA complete
hard tissue bridges (A) (4X) and normal pulp tissue (B) (20X ); BC complete hard tissue bridge (C)
(10X) and mild pulp inflammation (D) (20X); PLGA: incomplete hard tissue bridge (E) (4X) and
moderate pulp tissue inflammation (F) (10X); CaOH,: complete hard tissue bridge (G) (10X) and mild

pulp inflammation(H) (20X), (H&E).
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In vivo pulp capping test after 60 days

In BC/PLGA 60 days, the 60% of the specimens showed dentin bridge with diverse
continuity scores, been 15% complete hard tissue bridges invading pulp space and
irregular dentin tissue (score 1)(Fig. 5 1). In 60% of the cases the hard tissue bridges
were partial (scores 2 and 3 of localization). A presence of inflammation was
classified as absent in 25% (Fig. 5J), mild in 20% and moderate in 15%. In 40% of
the specimens with pulp necrosis no hard tissue bridge was observed.

The results of BC 60 presented, 20% of the specimens exhibited hard tissue bridge
been 10% were invading the pulp space with only 10% irregular hard tissue
deposition (Fig. 5K). A presence of inflammation was classified as mild in 10% and
moderate in 10% (Fig. 5L). No hard tissue bridge was observed in 80% of the
specimens and pulp necrosis or abscesses were evident.

In the PLGAGO group no hard tissue bridge was observed in all cases (Fig. 5M) and
the pulp necrosis was evident (Fig. 5N). This fact is possible due to the low adhesion
of this material although the high biocompatility shown in the cellular tests.

Finnally, teeth capping with CaOH shown that there was bridge formation in 85% of
the cases been that 20% percent of the specimens showed hard tissue bridges
invading pulp space next the dentinal wall with irregular dentin (Fig 5 O). In 40% of
the samples was showed bridge the opposite dentin wall. The inflammation were
classified in absent in 20%, mild in 10% and moderate (Fig 5P) in 30% of samples.

No hard tissue bridge and pulp necrosis was observed in 40% of cases.
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Figure 5. Light micrographs of pulp dental tissue after 60 days pulp capping with: BC/PLGA: complete
hard tissue bridges (I) (10X), normal pulp tissue (J) (20X ); BC incomplete dentine bridge (K) (10X),
moderate pulp inflammation(L) (20X); PLGA: (M) absence dentin bridges (4X), (N) pulp necrosis
(10X) and CaOH group: complete hard tissue bridges (O) (4X), moderate pulp inflammation(P) (20X),

(H&E).
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Histomorphologic features

The percentage of scores for each group is shown in Tables 2 and 3. All groups
performed well in terms of hard tissue formation and pulpar response. However,
superior responses of groups BC/PLGA 30 and CaOH 30 were observed for the hard
tissue bridge formation, when compared with BC/PLGA 60 and BC 60 groups
respectively (p< 0.05). Similary p value were obtained in the BC/PLGA 30 and 60 d
when compare with CaOH 30 and 60 groups, respectively in relation with hard tissue
localization and hard tissue continuity (Table 3). In terms of dental pulp reaction

showed no statistically significant difference (p> 0.05).

Table 3. Percentage of scores attributed after pulp capping of teeth treated with BC/PLGA
composite, BC, PLGA or Ca(OH), related with the general state of pulp and Inflammatory

Reaction Degree.

Groups Presence Localization Continuity Morphology
1 4 1 213 4 1 2|3 4 1 2|3

BC/PLGA30 | 90* | 10 | - [40 /10| 10 |30 60| - | 10* |35|55| - | 10
BC/PLGA6G0O | 60 | 40 | - [25|35| 40 [15/20|25| 40 |15|35|10 | 40
BC30 50* | 50 | - |20|30| 50 [10|10|30| 50 | - |50 | - | 50
BC60 20 1 80| - (1010|800 | - |10|10| 80 | - |10 |10 | 80
PLGA30 20 | 80 | - (20| - | 80 | - |20| - |30 | - |20| - | 80
PLGAG0 - |100} - | - | -1]100f - | -] -1(100| - | - | - |100
Ca OH30 86 | 156 |15 (55|15 15* |20|65| - | 15 | - |85 | - | 15
Ca OH60 60 | 40 | - (20 /40| 40 | - |60| - | 40 | - |60 | - | 40

*p<0.05 when compared 30 with 60 in the same group.
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Groups General State of Pulp Inflammatory Reaction Degree
1 2 3 4 1 2 3 4
No Inflamation Abscess Necrosis | Absent Mild Moderate Severe
Inflammation
BC/PLGA 30 60 - 10 30 40 20 10
B C/E’cl)_ GA 25 35 - 40 25 20 15 40
BgOSO 10 40 10 40 10 20 20 50
BC 60 - 20 15 65 - 10 10 80
PLGA 30 - 20 - 80 - 10 10 80
PLGA 60 - - - 100 - - - 100
CaOH 30 20 65 - 15 20 40 25 15
CaOH 60 20 40 - 40 20 10 30 40
DISCUSSION

Ideally, pulp capping materials should be biocompatible, of low toxicity and capable
of promote mineralization. This study was designed to evaluated the effect of
bioceramic (BC) / poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) composite (BC/PLGA) on the
viabilityof human fibroblastes and peritoneal macrofages cell culture and the
responses of dentine-pulp complex tissue after pulp-capping. The similar cell viability
demostrated of the human fibroblasts and peritoneal macrophages culture in contact
with BC/PLGA materials observed this study can be explained by the biocompatibility
of both constituents of the composite material. The the biphasic bioceramics
(tricalcium phosphate and hydroxyapatite) are used to induce the formation of
mineralizated bone tissue and in surgery for bone reconstruction (19- 20). The
results founded are in concordance with studies of cell viability of human pulp
fibroblasts culture of hydroxyapatite powder (21) and hydroxyapatite particles (22).
Contrariously, cytotoxicity was not observed on pulp fibroblasts culture in contact

with biphasic calcium phosphate/poly-dl-lactide-co-glycolide biocomposites (23) or in
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dental cell culture seeded them onto biodegradable polymer scaffolds (24). The
interaction of cell/polymer constructs implanted into a suitable host such that a
sufficient fluids supply could support the growth of higher-ordered structures (25).
Also, it has been reported that human pulp fibroblasts culture with other materials for
pul capping in medium conditioned with Ca(OH), cement did not decrease the
number of cells and the portland cement on pulp cell culture is not citotoxic (26).

In our study the pulp inflammation after pulp capping observed was compatible with
tissue repair process and the dentin tissue formation was evident. During of pulp
capping process, the deposition of collagen in remarkable amount because the
inflammatory microenvironment; the collagen synthesis by fibroblasts during the
inflammatory process is a key event for human pulp repair (27). Frequently, the
importance of inflammation in pulp healing has been underestimated, considered
only to be an undesirable effect, leading in most case to pulp necrosis. Currently
know it on the inflammatory process have a potentially beneficial effect of this
process, understanding better the initial molecular and cellular events leading to pulp
repair and development of ideal materials to promote pulp healing (28). In contrast,
others studies showed decreased or inibition of human fibroblasts culture in contact
com HA/B-TCP particles (60% HA / B-TCP 40%) after 72 h, was observed
decreasing of cell viability with the increase of particles concentration HA/B-TCP
(29). Similar results were obtained when evaluated citotoxicity of cultured human
fibroblasts were exposed to various types of ceramic powders such as HA or TCP at
diferent concentrations, it was observed inibition of cell viability in 50% of group
tricalcium phosphate group (30).

The cell adhesion of human fibroblasts and peritoneal macrophages on BC/PLGA
composite discs observed by scannig electron microscopy (SEM) may be related to

the effect of biphasic calcium phosphate material of cells. The studies about
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macrophage adeshion in literature suggested the effect of biphasic biocermic, after
overnigth incubation, secreting particles and creating a transition zone that allows
further macrophage adhesion (31). It is known that during the pulp inflammatory
process, immunocompetent cells are attracted to the site in an attempt to eliminate
the aggressor stimulus. Macrophages are among the first cells to come in contact
with foreign bodies and play the main role in the pathogenesis of the inflammatory
process(32) and the periapical inflammatory (33- 35).

The preservation of cytoplasmic extensions is important, because these extensions
form a three-dimensional network within hard tissue and materials (16, 31, 36- 38).
The factors that affect cellular response to calcium phosphates include surface
topography (roughness), composition and particle size. The mechanism of action
after material placement is, initialy the cell phagocytic the calcium phosphate
particles, causing them to biodegrade in vitro and in vivo. In vitro it was capable to
promote collagen production and phenotypic expression of proteoglycans and matrix
proteins associated with mineralization (39-41). Studies in similar model with
fibroblasts culture, during overnight incubations, human pulp fibroblasts were able to
adhere, spread, and remain viable on BC/PLGA composite discs, as was evidenced
by using SEM (23). Also was observed cell viability of human pulp cells on Portland
cement for 24 hs, the material surface exhibited well-defined cytoplasmic extensions
that projected from the cells to the surrounding surface or adjacent cells. This fact is
important because the cell adhesion is a complex and dynamic process that plays a
critical role in wound healing and has implications in cell growth, proliferation and
differentiation.

The importance of maintaining the vitality of the dental pulp after pulp capping
followed by formation of dentin bridge is widely accepted. The pulp vitality and mild

inflammation observed in our study, especifically in BC/PLGA and Ca(OH), groups,
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were compatibles with tissue repair process and the dentin bridge formation after
pulp capping agree with others studies (8, 11) where the vital pulp capping is known
to have a very variable prognosis.

The presence o dentine bridge observed in BC/PLGA group was, in average, above
90% and 85% to CaOH, group consistent with findings in the literature (8, 11). The
important effect of HA on bone formation is the mechanism by which the
regeneration of dentin tissue can happen. Theoretically, the non-reactivity, the
resorbability and biocompatibility combined with calcium release of TCP can
stimulate odontoblasts, thus promoting the formation of dentin bridges. Studies about
direct pulp capping with ceramic of tricalcium phosphate seemed to provide the best
reparative dentinogenetic effect, resulting in a thicker reparative, dentin bridge of
quicker formation of normal tubular dentin. Using particles of calcium phosphate
ceramics and hydroxyapatite after direct capping in amputed pulp showed hard
tissue barrier presence with two types of tissue structure, osteodentin and tubular
dentin, located around the particles of hydroxyapatite and B-tricalcium phosphate.
The advantages of the materials based on hydroxyapatite and / or tricalcium
phosphate in the capping pulp direct can include the following, the physiological pH,
the absence of necrotic tissue in the adjacent dental pulp and denser dentin bridge.
In a preliminary study (18) was assessed the presence of dentine bridge found that
over 90% of the samples of BC/PLGA group showed the presence of dentine bridge
and the inflammation has been resolved after 30 days. The important effects of HA
and the B-TCP can be seen in its ability to enhance bone growth, both across a gap
and around an implant. It was observed the presence of fibrous layer formed after 30
days which was later supplanted by a newly formed dentin-like tissue. Likewise, this
immediate tissue formation can be favored by the properties of these materials (11).

Similary, during bone regeneration after injury, the inflammatory phase is followed by
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a reparative phase, characterized by the formation of a hard callus that occurs when
the matrix mineralizes (37). As the processes of bone and tooth mineralization are
similar, and can be recommended for use in the dentine pulp complex.

In most clinical scenarios, the pulp exposure frequently occurs by a traumatic or
carious process in which the level of inflammation is much higher. However, although
the use of vital healthy teeth for this kind of study has limitations, it still has the
benefit of standardization and can be regarded as acceptable in respect to material
selection and handling. The histologic feature of this study suggests the fact that
BC/PLGA can be safely used for pulpal capping of human teeth. BC/PLGA seemed
to heal the pulp tissue at a faster rate than Ca(OH), cement, although after 60 days
both materials reached similar and excellent results for pulp capping. Moreover,
necrosis was more prevalent after 60 days in both groups. The lack results obtained
of reparative dentine bridge verified after pulp capping with the experimental

materials in vivo was possibly due to the chosen model.

CONCLUSION

Under the experimental conditions of this study it is possible to conclude that, the
bioceramic BC/PLGA composite is biocompatible with the human fibroblasts and the
peritoneal macrophages. Moreover, the data obtained in this study suggest that
BC/PLGA composite is a good material with a possible use as direct pulp capping
agent. Futher investigations on other in vitro and in vivo experimental models are
under way with hope that it can provide some promising biologically active

formulation.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

As pesquisas envolvendo a aplicagdo do compdsito BC/PLGA estéo na sua fase inicial
e uma de suas possiveis aplicacdes seria no tratamento de capeamento pulpar direto. Como
primeira etapa, nosso objetivo foi preparar o material e avaliar sua citotoxicidade em um
modelo, in vitro, nas células pulpares prevalentes, em modelos especificos de fibroblastos e
macrofagos. A partir da confirmacgdo da biocompatibilidade in vitro, um protocolo clinico in
vivo foi estabelecido para avaliar o material no complexo-dentino-pulpar, utilizando a técnica
de capeamento pulpar direto, em um modelo animal durante 1, 7, 14 e 30 dias no estudo piloto

e posteriormente de 30 e 60 dias.

Em funcdo dos resultados obtidos nesse trabalho sobre o uso do compésito BC/PLGA
para capeamento pulpar direto, sugere-se a necessidade de avaliar a atividade celular dos
fibroblastos nos parametros de atividade de fosfatase alcalina, de grande valia para melhor
entendimento dos fatores envolvidos na formacédo de tecidos no complexo dentino-pulpar. Da
mesma forma, avaliar a ativacdo especifica dos macrofagos em relagdo a producgéo de 6xido
nitrico, atividade de fagocitose e producdo da enzima arginase | ao contato com o composito
BC/PLGA.

Por outro lado, as limitagGes encontradas no modelo animal utilizado no presente
estudo nos sugerem a utilizacdo de um modelo experimental humano, o qual representaria a
continuidade da hierarquia em pesquisa com biomateriais. Em consequéncia obter uma
evidencia cientifica mais forte que permita saber a real eficacia na utilizacdo do compdsito
BC/PLGA.

Finalmente € de interesse conhecer as interagdes moleculares entre 0 composito para
determinar se ha efeito na expressdo génica que seja capaz de estimular a ativacdo do

fibroblasto.
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