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RESUMO

RESUMO
Introducéo: A aplicagdo de dexametasona em cultura de células mesenquimais
induz diferenciacdo osteoblastica, consequentemente formacdo de tecidos
mineralizados. A Engenharia Tecidual propde o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas direcionadas a regeneracdo funcional e estrutural de tecidos bioldgicos.
Nesse sentido, a caracterizacdo celular in vitro é fundamental para garantir o
desenvolvimento destas técnicas. Objetivo: Avaliar o efeito da dexametasona
administrada como medicacdo pré-operatoria na cultura de células primérias de
polpa dental humana. Métodos: Foram utilizadas células provenientes da polpa de
terceiros molares. Essas foram distribuidas em dois grupos experimentais com dois
protocolos de medicagdo pré-operatdria utilizados em rotina odontoldgica, onde no
protocolo B, o paciente ingeria 1 comprimido de dexametasona lhora antes a
cirurgia e no A néo. A avaliacdo da proliferacéo, viabilidade e diferenciacdo, foram
pelos testes Trypan Blue, MTT, Von Kossa e Alizarin Red respectivamente, e
realizadas em intervalos fixados. Analise de variancia de Friedman e t test foram
aplicados, fixando em 95% de confianca. Resultados: As células pertencentes ao
protocolo A atingiram pico de proliferacdo aos 21 dias de cultura enquanto as
células do protocolo B em 14. Células do protocolo A foram estatisticamente mais
viaveis aos 7 e 21 dias enquanto as do protocolo B, aos 14. Na analise de Von Kossa
e Alizarin Red observou-se que as células pertencentes ao protocolo B formaram
nodulos de calcificacdo desde 7 dias de cultura enquanto no A aos 14. Conclusdo: A
utilizacdo da dexametasona como medicacdo pré-operatoria em cirurgia de terceiros

molares promove diferenciagéo celular precocemente, quando observada in vitro.

Palavras chave: dexametasona, Engenharia Tecidual, terceiro molar.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento da Medicina Regenerativa (MR) estabelece uma
alternativa viavel para o tratamento de perdas teciduais provocadas por lesdes
traumaticas congénitas ou degenerativas. A Engenharia Tecidual (ET) € um
campo interdisciplinar que busca a regeneracdo de tecidos bioldgicos a partir de
estudos conduzidos no campo das Ciéncias Biologicas e Engenharia (LANGER
& VACANTI, 1993; KHADEMHOSSEINI et al.,2006). A ET oferece a solucéo
definitiva para a faléncia dos 6rgdos (LANGER 2000; KHADEMHOSSEINI et
al., 2006), uma vez que doador e receptor sdo 0 mesmo individuo, minimizando
a rejeicéo.

A utilizacdo de células isoladas, biomateriais e sua associacdo constituem
as principais estratégias terapéuticas na ET, sendo indispensavel a interacdo
precisa entre eles (LANGER & VACANTI, 1993).

A capacidade regenerativa e o potencial maltiplo de células provenientes
de dentes terceiros molares impulsionam o uso destas células na Medicina
Regenerativa (BATOULI et al.,2003). Alem disso, estudos provam ser possivel
o0 desenvolvimento de tecidos biologicos a partir deste material sendo capaz de
sustentar todos os eventos associados ao processo (DUAILIBI et al.,2004,
DUAILIBI ET al.2006, DUAILIBI et al.,2008).

A aplicacdo da técnica de cultura das células de terceiros molares se inicia
imediatamente a extracdo do dente do individuo, sendo alguns estagios de
desenvolvimento do dente mais favoraveis para a cultura (DUAILIBI et al.,
2011). O uso de medicacBes pré-operatdrias com objetivo de reduzir o trauma
local e dor pOs-operatdria constitui uma rotina na pratica odontolégica, uma vez
sabido que quando o paciente é submetido ao procedimento mais invasivo,
havera um aumento na quantidade de trauma ao sitio cirdrgico e aos tecidos
circundantes (KIM et al.,2009).
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Em relacdo aos medicamentos pre-operatorios, foi observado que a
amoxicilina, um antibiotico eficaz, administrada por via oral reduz a incidéncia
de alveolite, proporciona resultados melhores na abertura de boca apés a cirurgia
(BEZERRA et al.,, 2011) e previne a infeccdo da ferida pos-operatéria
(KLONGNOI et al., 2012). A dexametasona (DEXA) é um glicocorticdide
sintetico (LOEW, SHUSTER, GRAUL, 1986; PORTER, HUCKLE,
GOLDSTEIN, 2003; QUECKENBERG et al., 2011), usado como um anti-
inflamatério (KOROLKOVAS, 1999) considerado um esterdide de longa acao
e sua sintese ocorre no cértex da glandula adrenal. Existem receptores de
glicocorticdides praticamente em todas as células do corpo, que exercem amplas
acOes fisioldgicas afetando quase todos os orgaos. O processo inflamatorio é
composto de algumas fases, e os glicocorticGides exercem sua acdo em
praticamente todas essas etapas: induzindo a diminuicdo da dilatacdo capilar,
diminuindo linfocitos circulantes, inibindo a proliferacdo de fibroblastos, e
inibindo as prostaglandinas e leucotrienos, produzindo efeito sobre a inflamacéo
do tecido. Ao ser administrada DEXA, a reducéo da dor ocorre pela inibicdo da
liberacdo de mediadores como linfocinas, prostaglandinas, serotonina e
bradicinina existentes no tecido lesionado (KLONGNOI et al., 2012). Além
disso, os glicocorticdides sdo agentes eficazes na reducdo de sequelas pOs-
operatorias como dor, edema e trismo, apos a cirurgia (KIM et al., 2009;
KLONGNOI et al., 2012). No presente momento, sabe-se que 0 efeito da
dexametasona entra em acdo imediatamente apos o efeito traumatico da cirurgia,
sendo necessaria sua utilizacdo 1 hora antecedente a cirurgia (KLONGNOI et
al., 2012). Além de suas propriedades anti-inflamatorias, a DEXA também é
utilizada agregada a meios de cultura, devido ao seu baixo custo e por seus bons
resultados no sentido de induzir a diferenciacdo osteoblastica de células-tronco
mesenquimais (PORTER, HUCKLE, GOLDSTEIN, 2003) e o desenvolvimento
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osteogénico (HILDEBRANDT et al., 2009). Este glicocorticéide age tanto em
fases precoces quanto tardias da diferenciagcao osteogénica bem como acelera a
maturacdo osteoblastica, porém, os mecanismos ainda sdo pouco claros
(PORTER PORTER, HUCKLE, GOLDSTEIN, 2003).

Efeitos indesejados produzidos pela DEXA quando adicionada a meios de
cultura sdo: diminuir expressdo de colageno do tipo | e aumentar a maturacao
dos adipocitos em cultura (BERESFORD et al., 1992). Estudos demonstram que,
quando administrado em longos periodos por via sistémica, os glicocorticoides
produzem efeitos secundarios metabdlicos como: resisténcia a insulina,
hipertenséo, glaucoma e osteoporose (UYL, BULTINK, LEMS, 2011).

Considerando que a DEXA age positivamente sobre a dor e as demais
fases da inflamacdo quando administrada via oral e sabendo que quando
adicionada diretamente a meios de cultura produz um efeito osteoindutor, é
necessario conhecer o comportamento celular in vitro ap0s a exposicdo a

medicacao.



OBJETIVO




2. OBJETIVO

Avaliar o efeito da dexametasona administrada como
medicacdo pre-operatoria na cultura de células primarias de

polpa dental.
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3. LITERATURA

3.1. ENGENHARIA TECIDUAL (ET)

BISCEGLIE (1933) demonstrou que a Engenharia Tecidual era possivel
por meio de um experimento em que foram utilizadas células de tumor de rato
envoltas por uma membrana de polimero e estas foram inseridas no interior da
cavidade abdominal de um porco. O resultado obtido demonstrou que as células
sobreviveram, ou seja, elas ndo foram destruidas pelo sistema imunoldgico, pois
0s nutrientes e residuos podiam se difundir através das membranas, porém as
células imunitarias ou de moléculas grandes, tais como anticorpos (que podem

destruir as células encapsuladas) foram impedidas de entrar.

CARREL & LINDBERGH (1935) descreveram um método que consistia
em manter vivos 6rgaos de animais, geralmente aves ou gatos, fora do organismo
de origem. O experimento foi realizado com animais recém mortos, onde estes
tinham o 6rgdo escolhido extirpado juntamente com os tecidos circundantes,
artérias, veias, nervos e vasos linfaticos. O érgdo manteve-se nutrido por meio
de perfusdo de subtancias realizada por uma bomba peristaltica perfusora. Essas
substancias eram compostas de produtos protéicos, hemina, cisteina, insulina,
tiroxina, glucose, vitamina A, acido ascorbico, soro do sangue, etc. Em alguns
experimentos, a hemoglobina era adicionada ao fenol vermelho funcionando
como indicador da atividade metabdlica do érgdo e da ocorréncia da infeccdo
bacteriana. Os autores obtiveram sucesso com este estudo e concluiram que seria
possivel manter um érgao vivo, tal como o ovario, in vitro, sugerindo expansao

das ideias a outras areas da biologia.
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VACANTI et al. (1988) utilizaram células de figado para desenvolver
estruturas tridimensionais, onde observaram que essas estruturas permitiram que
grande namero de células fossem alojadas, condicdo necessaria para a criacao

de tecidos em trés dimensodes.

Na decada de 90, observando dados estatisticos sobre americanos que vao
a Obito devido a perda de orgdos, faléncia dos mesmos, assim como a rejei¢ao
de 6rgdos transplantados, LANGER & VACANTI (1993) propGe em seu artigo
a aplicacdo das técnicas da ET com o objetivo de desenvolver substitutos
bioldgicos que restauram, melhoram ou mantém a funcdo do tecido.
Classificaram a ET como um campo interdisciplinar que aplica os principios da
biologia e da Engenharia para o desenvolvimento de substitutos funcionais.
Descreveram trés estreatégias para que um novo tecido pudesse ser criado: 1)
células isoladas ou substitutos celulares. Promove a substituicdo de apenas as
células que fornecem a fungdo necessaria, sendo realizado um procedimento
cirargico para implantacdo de um biomaterial que estimulara as células do
receptor a promover a regeneracdo tecidual; 2) utilizacdo de fatores de
crescimento que irdo estimular a diferenciacdo e a migracao celular para o local
alvo da regeneracdo; 3) Utilizacdo de células agregadas a um scaffold, podendo
ser composto por materiais naturais, como coladgeno ou de polimeros sintéticos.
Os autores relatam dois tipos de sistema: fechados, onde as células sdo isoladas
a partir do corpo por uma membrana que permite a permeacao de nutrientes e
residuos, evitando que anticorpos ou células imunitarias levem a destruicédo do
transplante, podendo ser implantados ou utilizados como dispositivos
extracorporeos. E sistemas abertos, celulas associadas a um scaffold s&o

implantadas e incorporadas ao corpo. A rejeicdo imunoldgica pode ser impedida
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pelo uso de drogas imunossupressoras ou utilizando células autdlogas. Neste
mesmo estudo os autores dicutem perspectivas para a técnica e o futuro

promissor da ET.

De acordo com LANGER (2000), a ET apresenta vantagens particulares
sobre outras terapias, como drogas, no sentido de fornecer solucéo definitiva ao

problema de faléncia de 6rgéos.

KHADEMHOSSEINI et al. (2006) definiram ET como um campo
interdisciplinar que aplica os principios da Engenharia e ciéncias da vida para o
desenvolvimento de substitutos bioldgicos que restauram, mantém ou melhoram

a funcéo do tecido.

Segundo TATULLO et al. (2015), células-tronco sdo células imaturas e
nédo especializadas, com a capacidade de se renovar e dividir-se indefinidamente
por meio de “auto-renovacdo” e ainda de se diferenciar em diversas linhagens
celulares. Afirmam que as células-tronco exercem um papel importante na
Medicina Regenerativa, como a reparacao de 6rgao e tecidos e sdo divididas em
trés tipos principais que podem ser utilizadas para a reparacao e regeneragédo do
tecido: a) as células-tronco embrionarias, derivadas de embrides; b) as células-
tronco adultas, derivadas do tecido adulto; e c) células-tronco pluripotente
induzidas (iPS), produzidas artificialmente através de manipulacdo genética de

células somaticas.
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3.2. ENGENHARIA TECIDUAL E ODONTOLOGIA

DUAILIBI et al. (2004) realizaram um estudo a partir da extracdo de
germes dentarios de ratos Lewis para obtencdo de células-tronco. As ceélulas
foram cultivadas, expandidas, semeadas em scaffolds e posteriormente
implantadas no omento dos ratos. O trabalho teve como doador e receptor o
mesmo individuo e demonstrou o uso bem sucedido de abordagens de ET para

gerar tecidos dentarios.

DUAILIBI et al. (2006) informaram que a ET oferece oportunidades para
estudos inovadores de pesquisa colaborativa, integrando as areas de medicina,
biologia do desenvolvimento, e as ciéncias fisicas. Neste sentido, acreditam que
0S recentes avangos nos campos da Engenharia de tecidos dentarios, ciéncia de
materiais e biologia das células estaminais, tornardo possivel a regeneracdo do
dente em um futuro previsivel. Os autores afirmaram que apesar de os dentes
humanos: incisivos, caninos, pré-molares e molares apresentarem morfologias
distintas, estes se desenvolvem praticamente do mesmo modo, sendo
provenientes de interacdes reciprocas entre o epitélio dental e a crista neural de
células derivadas de ectomesénquima, onde esta é iniciada pelo epitélio dental e
segue atraves de cinco estagios morfoldgicos distintos: botéo, capuz, campéanula,

coroa e raiz.

Apds desenvolverem estudos bem sucedidos com implante de células de
germes dentais em omento de ratos, DUAILIBI et al. (2008), realizaram um
estudo, onde cultivaram células de germes dentais em scaffolds biodegradaveis

gue posteriormente foram implantadas em mandibula de ratos. Novamente resul-
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tados significativos foram obtidos, sendo observadas pequenas e organizadas
coroas de dentes, formadas por bioengenharia. A estrutura continha dentina,
esmalte, polpa e tecidos do ligamento periodontal. Contudo, concluiram que os
tecidos dos dentes formados a partir de bioengenharia podem ser regenerados no

préprio local de formacao natural.

DUAILIBI et al. (2011), desenvolveram um método de classificacdo a
partir da correlacdo entre o estagio de desenvolvimento do dente humano e a
cultura de células —tronco dentais. O método consistiu em avaliar os estagios de
dentes terceiros molares tanto radiograficamente quanto em relagcdo as Unidades
formadoras de colénia (CFU) com a finalidade de definir o estagio de
desenvolvimento onde sera possivel obter melhor qualidade e quantidade de
células- tronco dentais (DSC) e com isto tornar precisa a utilizacdo de DSC em

futuras aplicacdes de ET.

ESTRELA et al. (2011) afirmaram que as pesquisas com ceélulas-tronco
tém aumentado exponencialmente pelo fato de melhorar a qualidade de vida de
pessoas com diversas doencas e por apresentar resultados em pesquisas na area
de MR, visando possivel substituicdo de érgdos perdidos. Os autores realizaram
uma revisdo descrevendo novos achados no campo da pesquisa com células-
tronco dentais e seu potencial uso na regeneracdo tecidual. Relataram tambem
que os tecidos dentais sdo uma fonte rica de células-tronco mesenquimais e
adequado para aplicacbes em engenharia tecidual, pois estas células tém o
potencial de diferenciarem-se em diversos tipos celulares, incluindo

osteoblastos, celulas progenitoras de neurénios, condrécitos e adipécitos.
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SUJESH et al. (2012) registraram em um artigo, as diversas fontes de
obtencéo de células-tronco. Afirmaram que na area odontologica a regeneracdo
do dente tem sido um dos principais objetivos da Engenharia Tecidual, nesse
sentido para gerar dentes e estruturas dentais € necessaria manipulacdo de
células-tronco, bem como sinergia entre todos os eventos celulares e moleculares
gue conduzem a formacao de tecidos especificos do dente. Esta avaliacdo incide
sobre as diferentes fontes de células-tronco que foram usados para fazer dentes
in vitro e sua eficiéncia relativa. Os autores relataram que as células-tronco
embrionarias, células-tronco pos-natais e adultas comprovaram possuir grande
potencial regenerativo, porém sua aplicacdo na pratica odontoldgica é ainda
limitada devido a diversos parametros ndo estarem bem definidos, como o alto
risco de rejeicdo, o comportamento das células, periodo de erupcdo do dente,
morfologia da coroa e cor adequada. Afirmam ainda que, o uso de células-tronco

na odontologia é promissor apesar de existirem alguns desafios.

De acordo com OSHIMA & TSUJI (2014), a Terapia Regenerativa para o
reparo do tecido dentério e substituicdo do dente é considerada um conceito
terapéutico novo com o potencial para a recuperacdo da funcdo do dente.
Diversos tipos de células-tronco e de células ativadoras de citocinas foram
identificadas em tecidos orais, sendo consideradas fontes para terapias de
regeneracao tecidual do dente, devido a sua capacidade de se diferenciar em
tecido dentério in vitro e in vivo. Apos realizarem um estudo prévio, onde
descreveram um meétodo tridimensional de manipulacdo de células, nomeado
“método de germe de o6rgdos”, com a finalidade de utillizar os principios da
organogénese, realizando a agregacéo de células epiteliais e mesenquimais, 0s

autores tiveram como objetivo verificar se os dentes desenvolvidos por meio
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desta técnica possuiriam contato oclusal bem como inervacdo. Concluiram que
tanto a técnica de regeneracdo realizada por meio de transplante de um germe
dental quanto a técnica realizada por meio de transplante de um dente formado
atingiam o plano oclusal bem como demonstraram que as fibras nervosas
sensoriais e simpaticas inervaram tanto a regido pulpar como a regido de
ligamento periodontal. Notaram que estes dentes possuiam potencial para
percepcdo de estimulos nociceptivos incluindo lesdes pulpares e tratamento
ortodontico. Apesar de encontrarem resultados promissores, 0s autores afirmam
serem necessarios outros estudos a fim de estabelecer uma técnica que controle
a morfologia do dente, incluindo o uso de scaffolds e a identificacéo de genes e

citocinas relacionados com a morfogénese.

MITSIADIS & HARADA (2015) publicaram um artigo com o objetivo
de atualizar informacdes sobre a regeneracdo de um 6rgao dentério. Os autores
descreveram as fontes de células-tronco voltadas a odontologia, o
desenvolvimento de dentes integros e a importancia das iPS, onde afirmaram
que esta tem a capacidade de se diferenciar em diversas linhagens de células,
como exemplo em células mesenquimais odontogénicas. Ressaltaram que
embora a utilizacdo dessas células seja promissora, € necessario melhor
conhecimento da técnica quanto a diferenciacdo. Relataram que o processo de
formacdo completo dos dentes dura mais de dez anos, sendo necessario que
questdes relativas ao tempo de desenvolvimento e erupcdo dos dentes, estética
dental e dimensao sejam claramente definidas antes do transplante em pacientes.
Concluiram que apesar da nanotecnologia oferecer diversas perspectivas
positivas para a odontologia regenerativa, ainda sdo necessarios estudos em

animais, seguido de seres humanos, para que possa ser aplicada a clinica.



15

Literatura

TATULLO et al. (2015), realizaram um estudo onde abordaram assuntos
referentes a diversos aspectos de MSCs (células-tronco mesenquimais), tanto
aspectos éticos, pois podem ser extraidas de pacientes adultos quanto a fonte
celular. Os autores afirmam que a cavidade oral passou a ser uma importante
fonte de MSCs por ser de facil acesso para o cirurgido, evitando, assim, o
aumento da morbidade do paciente. Exemplos de células-tronco da cavidade
oral: DPSCs Dental Pulp, SHED human Exfoliated Deciduous Teeth,PDLSCs
Periodontal, SCAP Apical Papilla, DFSCs Dental Follicle hPCy-MSCs human
and Periapical cyst. Relatam que atualmente os tecidos dentais e orofaciais
adquiriram interesse como uma fonte mais acessivel de MSCs, devido ao fato de
a area oral ser rica em MSCs. Hoje em dia, cada populacdo de células que possui
as seguintes caracteristicas independentemente da sua fonte de tecido, sdo
geralmente referidas como MSCs: i) que aderem ao plastico e tém uma
morfologia tipo fibroblasto; ii) tém a capacidade de auto-renovacéo e podem se
diferenciar em ceélulas da linhagem mesenquimal, como ostedcitos, condrocitos
e adipocitos. Além disso, as MSCs também podem diferenciar-se, sob condigfes
adequadas, em células de linhagens endodermica e ectodermica, tais como 0s

neuronios e hepatdcitos.
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3.3. FARMACOCINETICA DA DEXAMETASONA

LOEW, SHUSTER, GRAUL (1986), afirmaram que a dexametasona é um
dos glicocorticoides sintéticos mais potentes, utilizados como terapia adicional
em muitas doencas por possuirem bons efeitos inflamatorios, imunossupressores
e antiexudativo. Os autores realizaram um estudo com objetivo de investigarem
a dose-dependéncia da farmacocinética da dexametasona e sua influéncia sobre
a supressao do cortisol enddgeno. Selecionaram dez mulheres saudaveis, com
idades entre 21-60 anos e peso entre 60-74kg, onde inicialmente, no intervalo de
quarto meses, cada uma das voluntarias recebiam diferentes doses de
dexametasona (0,5mg v.o0., 1,5mg v.0. € 3mg i.m.). Previamente ao inicio do
estudo, o nivel de cortisol do plasma foi medido em diferentes intervalos de
tempo. ApOs isso, as voluntarias receberam as doses apropriadas de
dexametasona de 8/8hs e amostras de sangue foram colhidas em intervalos de
20°, 40°, 60’c 90’ e 2h, 4h, 7h, 12h e 24h. O perfil 24 h de cortisol foi
determinado a 10:00, 24:00, 15:00.e 18:00 e no dia seguinte as 8am.
Imediatamente ap6s a colheita das amostras, o plasma foi separado e congelado
a - 20 °C ateé a anélise. A dexametasona foi determinada por radioimunoensaio.
O cortisol foi determinado por um kit de %I-cortisol do CIS (Service Isotop
Oeste, Dreieich FRG). A avaliacdo dos dados de farmacocinética foram
realizadas com o auxilio de um modelo de dois compartimentos com um
compartimento periférico e utilizando o programa padronizado TopFit iteracao.
Concluiram que o nivel plasmatico méximo ocorreu entre 1,6 e 2,0 h ap6s uma

dose de 0,5-3,0 mg, independente do tipo de administracéo.
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Segundo KOROLKOVAS (1999), a dexametasona  possui
farmacodinamica adrenocorticoide, antiasmatico, antialérgico, antiinflamatorio,
imunossupressor, antiemético (na quimioterapia do cancer), agente de
diagndstico (da sindrome de Cushing) e auxiliar de diagnostico (da depressao
enddgena). Em relacdo a farmacocinética, é rapidamente absorvida do trato
gastrintestinal, mucosa nasal, pulmdes e olho, dependendo da via de
administracdo utilizada. O efeito maximo é atingido em 1 a 2 horas (via oral) ou
8 horas (acetato de dexametasona, via intramuscular) e possui meia vida

plasmatica entre 3 a 4,5 horas.

QUECKENBERG et al. (2011) definiram a dexametasona como um
glicocorticdide com atividade imunossupressora utilizado no tratamento de
alergias, bronquiolite, entre outras. Realizaram um estudo randomizado com 24
voluntarios, adultos e saudaveis, onde 9 eram do sexo masculino e 15 do sexo
feminino com o objetivo de avaliar e comparar a farmacocineética,
farmacodinamica e biodisponibilidade de wuma formulacdo liquidada
dexametasona, de uso pediatrico, com comprimidos ministrados via oral. Doses
Unicas, contendo 2 mg cada, foram administradas e amostras de sangue foram
colhidas até 24 horas apds a dose. Parametros farmacocinéticos foram
comparados entre os tratamentos de acordo com a Agéncia Européia de
Medicamentos (EMA). Como uma variavel farmacodinamica, foi mensurada
supressdo de cortisol endogeno (pré-dose e apds a administracdo). Os autores
obtiveram como resultados que a farmacocinética das duas formulacgdes (liquida
e comprimido) foram semelhantes, farmacodindmica mais alta entre
variabilidade dos farmacos e todos os voluntarios apresentaram supressao da

secrecdo de cortisol endogeno. Em relacdo ao tempo de efeito maximo obtiveram



18

Literatura

53’24’ para formulacdo liquida e 5812’ para 0 comprimido.

De acordo com DRUG INFORMATION HAND BOOK (2015) o efeito
de duracdo metabolica da dexametasona é de 72 horas, sendo metabolizada no
figado. O pico de acdo € atingido em 1-2 horas quando administrada via oral e
aproximadamente 8 horas quando em via intra-muscular e é excretada pela urina

e fezes.

3.4. CULTURA CELULAR E DEXAMETASONA

NAIR et al. (2011) realizaram um estudo com micro esferas de
Hidroxipropilcelulose imersas em DEXA (1 mg ml?) ou solugdo salina
(controle) e estas foram implantadas no espaco subcutaneo dorsal de
camundongos por 1 semana, com a finalidade de observar a influéncia de
implantes alocados, associados a resposta inflamatoria sobre o recrutamento de
células-tronco. Apos a analise, os autores verificaram que a administracdo de
DEXA provocou a reducdo da resposta inflamatoria e em quase 60% na
densidade de células ao redor do implante revestido por DEXA em comparagao
com o grupo controle. Neste sentido, concluiram a partir dos resultados obtidos,
que a liberacdo de quimiocinas inflamatdrias e fatores de crescimento
desempenham um papel importante no recrutamento autélogo de células-tronco,

tendo papel de grande importancia nas estratégias de regeneracao dos tecidos.

WANG et al. (2012) definiram dexametasona como um membro sintético
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de drogas esterdides potentes, da classe glicocorticoide que age como um anti-
inflamatdrio e imunossupressor. Realizaram um estudo com células-tronco
derivadas do corddo umbilical (UC-MSC) de doadoras gravidas saudaveis. As
células foram isoladas e expandidas em meio essencial DMEM (Dulbecco) / F12
(1:1) (Gibco, Grand Island, NY, EUA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS; Hyclone, Logan, UT, EUA), 100U/mL de penicilina
estreptomicina (Sigma; St. Louis, MO, EUA), 1% de glutamina (Sigma) e 10 ng/
mL de fator de crescimento epidérmico (EGF; Sigma). As culturas UC-MSC
foram incubadas a 37° C em atmosfera umidificada com 5% de CO, e as células
na passagem 4-6 foram utilizadas para os experimentos. Para o ensaio de
proliferacdo, os autores utilizaram imunoensaio colorimétrico ligado a enzima
kit BrdU (ELISA) (Roche, Mannheim, Alemanha); 1x10* de células de UC-
MSC/pocgo foram cultivadas em placas de 96 pocos (Corning; Steuben, New
York, EUA) em meio de cultura descrito anteriormente, com diferentes
concentragcdes de DEXA (10°%, 107, 108 10° e 101° mol/L) (Sigma); O meio
gue ndo possuia DEXA foi utilizado como controle. Apos 2 dias de incubacao
foi adicionada BrdU ao meio que continha as celulas e novamente foram
incubadas durante mais 4 horas. Obtiveram como resultados que doses baixas de
DEXA séo aplicadas para promover a proliferagdo do MSC. Dados obtidos no
estudo demonstraram que 10° mol/L de DEXA (em conjunto com EGF)
aumentou significativamente a proliferacdo UC-MSC (P < 0,01) em comparacao
com o grupo de controle sem DEXA, e foi superior a outras dosagens.
Demonstraram ainda, que uma alta dose de DEXA (108, 107 e 10° mol / L) sem
soro produz apoptose induzida de UC-MSC, enquanto baixas doses de DEXA
(10° e 10° mol / L), protegem contra a apoptose. Finalmente, concluiram que

doses baixas de DEXA favorecem a expansao de MSC in vitro.



20

Literatura

3.5. DEXAMETASONA E A ODONTOLOGIA

PORTER, HUCKLE, GOLDSTEIN (2003), realizaram um estudo para
avaliar os efeitos do tratamento com DEXA sobre a proliferacéo e diferenciacio
de células-tronco de medula 6ssea (BMSCs) de ratos machos. Apds as culturas
realizadas, concluiram que presenca continua de DEXA (31 dias) resultava em
muitos ndédulos mineralizados, e em contra partida, a DEXA utilizada em menor
tempo, resultava no aparecimento de poucos nédulos. Contudo, notou-se que a
dexametasona age em varios pontos do processo de diferenciacdo para estimular

a maturacdo osteoblastica.

Em um artigo de revisdo sistematica, MARKIEWICZ et al. (2008)
selecionaram 12 artigos, utilizando como critério 0s seguintes itens: publicacéo
em inglés; ensaio clinico prospectivo; andlise estatitica descritiva (tamanho da
amostra, média, desvio-padrdo) sobre os resultados do estudo de edema, trismo
e dor pre-operatoria, no inicio (1-3 dias), e pos-remoc¢do de terceiros molares,
final (3 dias), ou a modificacdo de resultados de interesse em relacdo a
corticoides e analise estatistica foram extraidas de graficos. Para estudos que
relataram dor, foram selecionados os que utilizaram uma escala visual analdgica
(VAS), os elementos de dados necessarios para ser relatado de modo que o
desvio padrdo pudesse ser computado. Os autores excluiram estudos
retrospectivos e estudos onde os dados citados ndo eram adequados para obter o

nimero de individuos, diferenca na média ou diferenca na média de desvio
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padrdo, diferenca nos resultados no pré e pds-operatorio, resultados variaveis
tanto no grupo esterdide quanto no grupo controle. Os autores obtiveram como
resultado da meta-analise, que a administracdo de corticéide (incluindo a
dexametasona) no pré-operatério de cirurgias de terceiros molares, produziu
uma reducdo de sintomas inflamatorios até sete dias ap0s a cirurgia; sugeriram
gue e a administracdo pré-operatoria de corticdide reduz edema precoce e tardio

e trismo comparados com os controles.

HILDEBRANDT, BUTH, THIELECKE (2009) investigaram a influéncia
de trés diferentes meios de cultura: (1) alfa MEM, 15% FBS, (2) DMEM, 15%
FBS e (3) MSCGM, suplementado com fator de crescimento de Single Quot
10%, na diferenciacdo osteogénica da células-tronco mesenquimais de cordao
umbilical (UCB-MSCs), bem como realizaram uma analise sistematica das duas
concentragdes da dexametasona (108 M/107 M) em combinagdo ou ndo com
BMP. Os autores observaram que o0 meio MSCGM suplementado com Single
Quot 10% apresentou efeito favoravel sobre a diferenciacdo osteogénica de
UCB-MSCs e que a amostra que continha dexametasona 10® M, exibiu
mineralizacdo apenas quando associada a BMP-2, enquanto que a DEXA na
concentracdo de 107 M dexametasona levou a um aumento da quantidade de
matriz extra celular (EMC) mineralizada e a expressdo de colageno-1,

independente da adicdo BMP-2.

De acordo com KIM et al. (2009) os sinais classicos da inflamagéo séo:
dor, edema, eritema e perda de funcéo e, comumente, ocorrem procedimentos

cirurgicos. Nesse estudo, os autores informaram que os glicocorticoides séo cor-
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ticosterdides, sintetizados no cortex da glandula adrenal e possuem efeito
relativamente maior sobre o metabolismo de carboidratos do que na agua e
regulacédo de eletrélitos. Afirmaram que os glicocorticéides ativam receptores
intracelulares especificos apds difundir atraves das membranas da célula-alvo
através de um complexo esterdide-receptor que € translocado até o nucleo da
célula e age como um fator de transcri¢do de genes especificos para estimular ou
inibir sua expressdo, portanto, por conta deste procedimento de transcricdo seu
efeito ndo ocorre de imediato. No mesmo estudo, afirmaram que a supressao de
cada fase da resposta inflamatdria parecia estar relacionada com acdo dos
glicocorticoides, sendo essas: diminuicdo no ndmero total de linfécitos
circulantes, basdfilos, eosinofilos e mondcitos, diminuicdo da dilatacao capilar,
migracdo de leucécitos e fagocitose e inibicdo da formacdo de tecido de

granulacéo por retardar a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de colageno.

MAJID & MAHMOOD (2011), compararam os efeitos entre a DEXA
4mg administrada via submucosa e via intramuscular como medicacdo pre-
operatdria em cirurgias de remocdo de terceiro molar, obtendo resultados de
reducéo de inchaco e dor significativos em comparagdo com o grupo controle.
Observaram ainda que a DEXA administrada via submucosa minimizou
significativamente o trismo, comparada ao controle. Em resumo, concluiram que
a DEXA 4mg ministrada por via submucosa foi eficaz para reduzir edema,
trismo e dor apds a remocéo de terceiros molares inferiores impactados, sendo

comparavel com a via intramuscular.
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SPOORENBERG et al. (2013) selecionaram, em um estudo, 54 pacientes
com indicacdo previa de extragdo de terceiros molares e realizaram a
randomizacao destes. A diviséo foi realizada na proporcao de (1:1:1) e um grupo
foi medicado 1 hora antes ao ato cirurgico com dexametasona 8mg, outro com
diclofenaco de sédio 50mg e outro com placebo. A intensidade da dor foi
mensurada com uma Escala Visual Analdgica (VAS) em diferentes intervalos
do pds operatorio. Os autores compararam o0s efeitos analgésicos dos
medicamentos administrados e concluiram que a dexametasona 8mg
administrada via oral foi mais efetiva no controle da dor pdés-operatéria a que o

diclofenaco de sddio 50mg e placebo.

Em um estudo randomizado NOBOA et al. (2014) avaliaram a dor, edema
e trismo no pos-operatdrio de pacientes submetidos a cirurgia de terceiros
molares inclusos apos a administracdo de dexametasona, por via oral ou por
injecdo local submucosa. Foram selecionados pacientes que possuiam indicacéo
cirurgica de extracdo de terceiros molares inferiores e estes foram divididos em
grupo A (injecdo local submucosa de dexametasona (4mg/1mL) apds a anestesia
local e grupo B (1 comprimido de dexametasona (4mg), por via oral, uma hora
antes do procedimento). Sinais de edema e trismo foram avaliados clinicamente
no pre-operatorio e nos 1° 2° 3° e 7° dias de pos-operatorio. Os autores
analisaram os resultados e ndo observaram diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos, porém concluiram que as duas vias de
administracdo da dexametasona foram eficazes no controle da dor, edema e

trismo apos cirurgias de terceiros molares inferiores.
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4. METODOS

4.1. CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O presente estudo apresenta carater primario, intervencional,
experimental, longitudinal, prospectivo, analitico, controlado, realizado em

centro unico.

4.2.CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos neste estudo, dentes terceiros molares intra-6sseo, de
pacientes com indicagédo clinica de remo¢do do mesmo, de ambos os géneros,
com idade entre 14 e 20 anos. Os pacientes em questdo ndo faziam uso crénico
de medicamentos, ndo apresentavam doencas sistémicas, ndo possuiam
hipersensibilidade aos farmacos utilizados (amoxicilina e dexametasona) e 0s
terceiros molares estavam em estagios 2-3 segundo a classificacdo de DUAILIBI
et al. (2011). A concordancia na participacdo voluntaria foi manifestada por
meio de assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(ANEXO 1) e em caso de menores de 18 (dezoito) anos de idade a assinatura do

Termo de Assentimento (TA) (ANEXO I1) do sujeito e seu responsavel legal.
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4.3. CRITERIOS DE NAO INCLUSAO

Nédo foram incluidos pacientes que possuiam terceiros molares com
necessidade de odontosseccdo ou desgaste coronario, portadores de doencas
infecto-contagiosas ou sistémicas, pacientes com anomalia dentéria de qualquer
natureza, pacientes com o dente terceiro molar com exposic¢ao coronaria ao meio

bucal, contaminados ou préximos a regides contaminadas.

4.4. AMOSTRAS

As amostras contendo células humanas foram obtidas de doadores
voluntéarios que possuiam indicacdo clinica e radiografica de extracdo de
terceiros molares superiores, realizadas por Uunico cirurgido-dentista. Os
pacientes foram selecionados a partir do encaminhamento para extragdo dos
terceiros molares. Previamente a cirurgia, e seguindo a rotina na pratica

odontoldgica, foram utilizados dois protocolos de medicacao pré-operatoria.

Os pacientes foram submetidos a duas cirurgias para a obtencédo de duas
amostras, portanto, foram realizados dois tempos cirurgicos, sendo extraido no
primeiro tempo cirdrgico terceiro molar superior do lado direito e em outro
tempo cirargico o terceiro molar superior esquerdo para que ndo comprometesse
a funcdo mastigatoria e de degluticdo, além de ndo comprometer a recuperacao
poOs-operatoria. Neste sentido, quando o dente de um lado foi extraido, o paciente
permaneceu com o lado oposto livre para cumprir suas fungbes e diminuir o
contato de residuos no local da extracdo. No primeiro tempo cirargico foi

aplicado o protocolo A e no segundo tempo cirurgico protocolo B. No protocolo
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A, a medicacdo era composta de 4 comprimidos de amoxicilina 500mg
(antibidtico) e no protocolo B, de 4 comprimidos de amoxicilina 500mg
(antibidtico) + 2 comprimidos de dexametasona 4mg (anti-inflamatério
hormonal) por via oral uma hora antes ao ato cirdrgico. Os dois protocolos em
questdo sao utilizados em universidades e por profissionais cirurgides-dentistas
na pratica odontologica ha muitos anos e obedecem 0os mesmos principios, que
sdo o de reduzir os efeitos pds-operatorios como por exemplo: edema, trismo,
limitacdo na abertura de boca, entre outros, de modo que ndo houve distingdo

entre os beneficios promovidos ao paciente.

As etapas cirdrgicas consistiram em:1) Antissepsia intra e extra-oral com
clorexidina 2%, 2) Instalacdo de campos operatdrios esterilizados, 3) Anestesia
local com Mepivacaina 2% c/ Epinefrina 1:100.000, 4) Remocdo do terceiro
molar e 5) Sutura com fio de sutura agulhado, seda preta trancada 000. Apés a
cirurgia o dente foi colocado em um tubo falcon com meio de preservacgao
(HBSS- Hanks Balanced Salt Solution) e transportado sob temperatura de 37°C
até o Laboratorio de Engenharia Tecidual e Biofabricacdo do Centro de Terapia
Celular e Molecular (CTCmol) da Universidade Federal de S&o Paulo
(UNIFESP) onde foram iniciadas as etapas laboratoriais. Foram obtidas trés
amostras, onde cada uma possuia dois dentes incluidos. Um panorama geral dos

métodos pode ser observado nos Apéndices le 2.
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4.5. OBTENGCAO DE CELULAS

Os dentes terceiros molares foram pesados em uma balanca de precisao,
modelo AY220, SHIMADZU e, em seguida, foi realizada a separacdo dos
tecidos mineralizado e do ndo mineralizado para a obtencdo dos explantes. Os
procedimentos ocorreram de acordo com a técnica descrita por DUAILIBI et
al.(2004). A polpa dental foi fragmentada com auxilio de laminas de bisturi n°
13, alocada em placa Petri, nas dimensbes de 1 mm. Os explantes foram
posicionados em well-plates de 6 para obtencdo de células. O cultivo ocorreu até
a migracéo e confluéncia total. O meio de cultura era trocado a cada trés dias,
utilizando 0 meio DMEM/HAM’S F12 1:1 (Dulbecco’s Modified Eagle’s
médium/ Ham’s F-12 nutrient mixture), suplementado com 5% de FBS e 0,5%
dos antibidticos penicilina (LGC Biotecnologia, Brasil) e streptomicina (LGC
Biotecnologia, Brasil). As celulas foram mantidas em incubadora com umidade
relativa de 95% de oxigénio e 5% de dioxido de carbono, em temperatura de 37°
C, onde foram cultivadas até a segunda passagem, atingindo a confluéncia

necessaria com um total de 41,6x10° de células.

4.6. PROLIFERACAO CELULAR

As células em cultura foram tripsinizadas conforme o protocolo do
Laboratorio de Engenharia Tecidual e Biofabricacdo (Apéndice 3). Em seguida
foi realizada a homogeneizacédo do pellet formado em meio de cultura, por meio
de aspiracdes e ejecdes sucessivas, com auxilio de uma pipeta e pipetador
eletrénico. O contetdo do concentrado celular homogeneizado foi retirado, no
volume de 10 microlitros, utilizando uma micropipeta e ponteira descartavel,

posteriormente transferido para um eppendorf, sendo misturado com o mesmo
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volume do corante trypan blue a 0,4% e novamente homogeneizado. Apdés esta
etapa, pipetou-se 10 microlitros da solucdo corada, sendo transferida para o
espaco destinado na chamber slide para a avaliacdo da proliferagdo. A amostra
foi introduzida no contador de células automatico (Countess®— Invitrogen) que
calculou a quantidade de células totais, vivas e mortas (Figura 1). Este
procedimento foi realizado ap0s a expansdo celular e ao final de todas as
tripsinizacbes. Todas as garrafas T75 iniciavam com 2x10° antes das etapas

experimentais.
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Figura 1: Etapa de Proliferacdo- contador automatico (A), imagem das células
contidas na chamber slide (B), imagem das células com aumento do zoom (C),

grafico final demonstrando a quantidade de células vivas e células mortas.
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4.7. OBTENCAO DE IMAGENS

As células foram fotografadas em seu local de incubacéo sob microscopia
Optica invertida AXIOVERT 40C (Carl Zeiss®) por meio do Software

AxioVision®4.1- Germany.

4.8. TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

O teste do methylthiazol tetrazolium (MTT) baseia-se na reducéo dos sais
amarelos de tetrazdlio por redutases mitocondriais de células metabolicamente
ativas. Formam-se, intracelularmente, cristais azuis que sdo solubilizados e
posteriormente analisados por espectofotometria Ultra Violeta (UV) visivel.
Deste modo, quanto menor a viabilidade celular, menor a reducdo do MTT e
menor o sinal espectofotométrico (MOSMANN, 1983).

As células tripsnizadas foram previamente plagueadas em well-plates de
96 em uma quantidade padronizada de 1x10° células por pogo, em triplicatas.
Inicialmente foram avaliadas as amostras individualmente para retirar
possibilidades de viés (Figuras 2,3,4,5,6,7). Em seguida, foi adicionado 195uL
de meio de cultura pré-aquecido a 37°C com 5uL. de MTT por pogo. As células
foram incubadas durante 2 horas ao abrigo da luz. O sobrenadante foi removido
com a inversdo da microplaca. Posteriormente, foi adicionado 200ulL de
Dimethyl Sulfoxide (DMSO), para dissolu¢do dos cristais e as placas foram
agitadas em vortex orbital. Finalmente, foi realizada a leitura da absorbancia com
0 comprimento de onda 570 nanémetros (nm) com auxilio de um leitor de
Espectrofotometria — Elisa (Figura 8). O procedimento foi igual em todos os

intervalos fixados em 7, 14, 21 e 28 dias.
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Figura 2: gréaficos analisados em triplicatas

Protocolo A (sem dexa), células da amostra 1.
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Figura 3: gréaficos analisados em triplicatas nos intervalos de tempo fixados,

Protocolo A (sem dexa), células da amostra 2.
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Figura 4:

graficos analisados em triplicatas nos intervalos de tempo fixados,

Protocolo A (sem dexa), células da amostra 3.
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Figura 5: gréficos analisados em triplicatas nos intervalos de tempo fixados,

Protocolo B (com dexa), células da amostra 1.
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Figura 6: graficos analisados em triplicatas nos intervalos de tempo fixados,

Protocolo B (com dexa), células da amostra 2.
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Figura 7: gréficos analisados em triplicatas nos intervalos de tempo fixados,

Protocolo B (com dexa), células da amostra 3.
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Figura 8: Teste de viabilidade- Espectrofotdmetro de Elisa utilizado na leitura
das amostras (A), well plate-96, pocos contendo células, MTT (em sua forma

reduzida) e DMSO- analise em triplicata (B).

4.9. ANALISE DE VON KOSSA

O método Von Kossa (Apéndice 4) fundamenta-se na ligacdo do cétion
prata (Ag?) (PUCHTLER, MELOAN, TERRY, 1969), com os ions que se ligam
ao calcio. E uma coloracéo que dé idéia indireta da quantidade de célcio existente

na amostra. A eosina € um contra-corante que da destaque ao nodulo.

Inicialmente, foram plaqueadas em quatro well plates-6, identificadas em
7, 14, 21 e 28 dias, 1x10° células por pogo. Nos diferentes intervalos de tempo
fixados, os trés pocos da parte superior de cada well plate (Figura 9A) foram
lavados por duas vezes com 1ml de dgua destilada e em seguida, foi adicionado
1ml de paraformaldeido 4%, em cada poco, por 15 minutos. Posteriormente, o
paraformaldeido foi desprezado e os pogos da well plate-6, lavados com 1ml de

agua destilada por trés vezes. Foi adicionado 1ml de nitrato de prata 5%, por
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poc¢o, por 20 minutos sob luz ultra-violeta. A well plate-6 foi lavada de 3 a 5
vezes com agua destilada e foi adicionado tiossulfato 5%, deixando por 2 min.
Novamente a well plate-6 foi lavada de 3 a 5 vezes com agua destilada e foi
adicionado 1ml de eosina 0,1% por 3 minutos. A well plate-6 foi lavada por mais

uma vez com agua destilada e finalmente realizada a analise em microscapio.

4.10. ANALISE COM ALIZARIN RED

Alizarin Red (Apéndice 5) reage com o calcio e outros céations
(PUCHTLER, MELOAN, TERRY, 1969). O meétodo Alizarin Red fundamenta-
se na ligacdo do cation prata (Ag?*) com o calcio ionizado (Ca?*). E uma
coloracdo que dé idéia direta da quantidade de calcio existente na amostra. Para
a preparacdo do corante, o Alizarin Red foi diluido na propor¢éo de 2 gramas

para 100ml em &gua destilada.

Inicialmente, foram plaqueadas em quatro well plates-6, identificadas em
7, 14, 21 e 28 dias, 1x10° células por poco. Nos diferentes intervalos de tempo
fixados, os trés pogos inferiores de cada well plate (Figura 9B) foram lavados
por trés vezes com PBS. Apos isso, foi adicionado 1ml de formaldeido 10% em
cada poco durante 30 minutos, e em seguida, cada pogo foi lavado com 1ml de
agua destilada. O corante Alizarin Red foi adicionado aos pocos e a placa foi
mantida em shaker orbital durante 10 minutos, sendo posteriormente lavada com
agua destilada. Os nodulos de calcificacdo foram analisados macro e
microscopicamente, sendo verificado o tamanho mesmos com auxilio de

microscopia optica invertida AXIOVERT 40C (Carl Zeiss®) por meio do
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Software AxioVision®4.1- Germany. Todas as andlises foram realizadas em

intervalos fixados de 7, 14, 21 e 28 dias.

Figura 9: Von Kossa e Alizarin Red- analise das células da amostra 1 por teste
Von Kossa realizada em triplicata (A), analise de Alizarin Red em triplicata (B).
O mesmo procedimento foi realizado para todas as amostras de ambos

protocolos.

4.11. ASPECTOS ETICOS

Contemplando os aspectos éticos da pesquisa cientifica com seres
humanos, o presente projeto foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Universidade de Federal de S&o Paulo- CEP/UNIFESP, com parecer
registrado com protocolo n°72518 de 13/08/2012 (ANEXO II1), obedecendo a
Resolucéo 196/96.
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A concordancia da participagédo no estudo foi previamente concedida pelo
sujeito por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido e
em casos de menores de 18 (dezoito) anos de idade a concordancia da
participacdo no estudo foi realizada pelo sujeito e por seu responsavel legal por

meio do Termo de Assentimento.

4.12. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados por meio de Analise de variancia de
Friedman (SIEGEL & CASTELLAN, 2006) por meio do software BioStat, onde
foram comparadas as variaveis estudadas no decorrer do tempo, sendo realizada
separadamente para cada grupo. Os valores médios obtidos foram analisados
pelo programa estatistico Prisma5® por meio da analise de t test, sendo fixado

em 0,05 ou 5% o nivel de rejeicdo da hipotese de nulidade.
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISE CELULAR

As células obtidas nas amostras, do presente estudo, foram cultivadas até
a segunda passagem, atingindo a confluéncia esperada de 100% (Figura 10A, B,
C e D). Apés o cultivo as células foram divididas em trés grupos: proliferacao,

viabilidade e VVon Kossa e Alizarin Red.

A

Figura 10: Confluéncia de celulas MTJ- Células desprendendo do explante,
com aumento de 5x (A) e 10x (B), células em confluéncia total, cultivadas até a

2% passagem, analise em microscopia optica com aumento de 5x (C) e 10x (D).
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5.2. ANALISE DA PROLIFERACAO CELULAR

A proliferacéo foi avaliada com a utilizacdo do corante Trypan Blue , nos
intervalos de 7, 14, 21 e 28 dias.

Tabela 1: Descricdo da proliferacdo de células da amostra 1, nos diferentes

intervalos de tempo.

N° de células- Amostra 1

7 14 21 28
PROTOCOLO A 4,0x108 9,5x108 10x108 5,5x108
PROTOCOLO B 5,5x106 7,5x106 6,5x10° 5,0x106

Tabela 2: Descricdo da proliferacdo de células da amostra 2, nos diferentes

intervalos de tempo.

N° de células- Amostra 2

7 14 21 28
PROTOCOLO A 4,8x10° 15x108 16x10° 6,5x106
PROTOCOLO B 4,0x108 9,5x10° 5,5x106 4,6x10°

Tabela 3: Descricdo da proliferacdo de células da amostra 3, nos diferentes

intervalos de tempo.

N° de células- Amostra 3

7 14 21 28

PROTOCOLO A 9,5x10° 18x106 34x10° 21x10°

PROTOCOLO B 6,1x108 15x106 14x1068 13x1068
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Foi possivel observar que as células dos trés dentes cujos pacientes
ingeriram 4mg de dexametasona ( Protocolo B) previamente ao ato cirurgico,
obtiveram seu pico de proliferacdo aos 14 dias, seguindo para um declinio. Os
dentes extraidos, cujos pacientes nao ingeriram dexametasona (Protocolo A), o

pico de proliferacdo foi aos 21 dias, seguindo para um declinio (Figuras 11 e 12).
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Figura 11: Proliferacéo- descri¢do da proliferacdo das trés amostras utilizadas
no estudo, em intervalos de tempo pré-fixados demonstrando os picos de

proliferacdao dos dois protocolos.
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5.2.1. TESTE DE VARIANCIA DE FRIEDMAN

Foi utilizado para avaliacdo estatistica da proliferacdo por trypan blue o
teste de Friedman (SIEGEL & CASTELLAN, 2006), por meio do software
BioStat, sendo uma avaliacdo ndo paramétrica, para a comparacao das variaveis
no decorrer do tempo. Foi possivel verificar que as analises foram
estatisticamente significantes, onde no protocolo A p=0,0421 demonstrando que
a proliferacdo foi maior aos 21 dias de cultura e no protocolo B p=0,421

demonstrando que a proliferacdo foi maior aos 14 dias de cultura.

Tabela 4: Teste de Variancia de Friedman para o protocolo A, sem

dexametasona, demonstrando significancia aos 21 dias.

SEM DEXAMETASONA (PROTOCOLO A)

AMOSTRAS 7 14 21 28
AMOSTRA 1 4,0 9,5 10 55
AMOSTRA 2 4.8 15 16 6,5
AMOSREA 3 9,5 18 34* 21
T 6,1 14,17 20,0 11,0
v* =820 *p=0,0421 21dias > 7 dias
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Tabela 5: Teste de Variancia de Friedman para o protocolo B, com

dexametasona, demonstrando significancia aos 14 dias em relagdo ao outro.

COM DEXAMETASONA (PROTOCOLO B)

AMOSTRAS 7 14 21 28
AMOSTRA 1 5,5 7,5 6,5 50
AMOSTRA 2 4,0 9,5 5,5 4,6
AMOSTRA 3 6,1 15* 14 13
X 5,2 10,7 8,7 7,5
¥* =8,20 *p=0,0421 l4dias > 7 dias

Proliferagcdo — Trypan Blue
25
20
% 15
_E_
= —+SEM DEXA
3 10 -=-COM DEXA
=
5
0
7 14 21 28
dias

Figura 12: comparacdo entre protocolo A (sem dexa) e protocolo B (com
dexa)- grafico demonstrando o pico de proliferacéo atingido em 21 dias no

protocolo A e em 14 dias no protocolo B.
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5.3. ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR

Apbs o plaqueamento (em triplicata) em wells de 96, foi realizada leitura
em espectrofotbmetro de Elisa e foram realizadas anéalises e confeccionados
graficos, com comparacdes entre os grupos e intervalos, bem como analise
estatistica utilizando o programa estatistico Prisma5®, onde foram realizadas
analises parametricas por meio t test, sendo fixado em p=0,05 ou 5% o nivel de
rejeicdo da hipoOtese de nulidade. Foi possivel verificar que as células
pertencentes ao protocolo A foram estatisticamente mais viaveis aos 7 e 21 dias,
enquanto as células pertencentes ao protocolo B foram estatisticamente mais

viaveis aos 14 dias de cultura (Figura 13 A, B, C e D).
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Figura 13: Analise por meio de T test- comparacdo entre protocolo A (sem

dexa) e protocolo B (com dexa) nos diferentes intervalos de tempo. No intervalo

de 7 dias, observou-se que no grupo pertencente ao protocolo A, a viabilidade
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celular foi estatisticamente significante em relacdo ao grupo pertencente ao
protocolo B (A). No intervalo de 14 dias, observou-se que no grupo pertencente
ao protocolo B, a viabilidade celular foi estatisticamente significante em relacéo
ao grupo pertencente ao protocolo A(B). No intervalo de 21 dias, observou-se
gue no grupo pertencente ao protocolo A, a viabilidade celular foi
estatisticamente significante em relacdo ao grupo pertencente ao protocolo B
(C). No intervalo de 21 dias observou-se que ndo houve diferenca
estatisticamente significante em relacdo a viabilidade celular. Foi fixado o

intervalo de confianca de 95%, ou seja p<0,05.

5.4. ANALISE DE VON KOSSA E ALIZARIN RED

Foram realizados teste de Von Kossa e Alizarin Red com o objetivo de
observar a formacao de nodulos calcificados em cada well plate-6, nos intervalos
de 7, 14, 21 e 28 dias, sendo avaliados em triplicatas. Foi possivel observar que
as células dos dentes extraidos de pacientes que néo ingeriram a dexametasona
previamente a cirurgia (protocolo A) iniciaram a formacdo de nodulos de
calcificacdo apenas aos 14 dias de cultura, enquanto que as células de dentes de
pacientes que ingeriram dexametasona previamente a cirurgia (protocolo B)
iniciaram a formacdo de nddulos de calcificacdo aos 7 dias de cultura. Em
relacdo aos demais intervalos de cultura, 21 e 28 dias, as celulas dos dois
protocolos demonstraram a formacdo de nddulos de calcificagdo em maior

quantidade e melhor delimitacdo (Figuras 14 a 37).
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= Amostra 1 (sem dexa)- 7 dias

>

VON KOSSA

Figura 14: Analise Von Kossa e Alizarin Red MTJ 7 dias- observou-se que
ndo houveram formagdes de nddulos de calcificagdo tanto no teste de Von Kossa

(A) quanto no de Alizarin Red (B). Amostra com cultivo de 7 dias (protocolo A).
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= Amostra 1 (sem dexa)- 14 dias

VON KOSSA

Figura 15: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formagéo de tecido mineralizado organizando-se em formato de
nodulos, tanto no teste de Von Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B). Amostra

com cultivo de 14 dias (protocolo A).
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= Amostra 1 (sem dexa)- 21 dias

A VON KOSSA ALIZARIN RED B
B 10x

Figura 16: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formacao de poucos nodulos de calcificacao, tanto no teste de Von
Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B). Amostra com cultivo de 21 dias

(protocolo A).
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= Amostra 1 (sem dexa)- 28 dias

A
By VON KOSSA 10x

Figura 17: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formacdo de nédulos de calcificacdo bem definidos tanto no teste

de Von Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B). Amostra com cultivo de 28

dias (protocolo A).
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= Amostra 2 (sem dexa)- 7 dias

5x

A ~ VON KOSSA

=5

Figura 18: Anélise Von Kossa e Alizarin Red- observou-se que ndo houveram
formacdes de nodulos de calcificagdo tanto no teste de Von Kossa (A) quanto no
de Alizarin Red (B). Amostra com cultivo de 7 dias (protocolo A).
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= Amostra 2 (sem dexa)- 14 dias

VON KOSSA

Figura 19: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formacao de tecido mineralizado organizando-se em formato de
nodulos, tanto no teste de VVon Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B). Amostra

com cultivo de 14 dias (protocolo A).
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= Amostra 2 (sem dexa)- 21 dias

ALIZARIN B
10x 5% AR 10x

A VON KOSSA

Figura 20: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formacao de poucos nodulos de calcificacao, tanto no teste de Von
Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B). Amostra com cultivo de 21 dias

(protocolo A).
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= Amostra 2 (sem dexa)- 28 dias

VON KOSSA

Figura 21: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formacdo de tecido mineralizado com formacgdo de nodulos de
calcificagdo bem definidos tanto no teste de Von Kossa (A) quanto no de Alizarin

Red (B). Amostra com cultivo de 28 dias (protocolo A).
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= Amostra 3 (sem dexa)- 7 dias

A VON KOSSA ALIZARIN RED B

5% 10x 5x 10x

Figura 22: Anélise Von Kossa e Alizarin Red- observou-se que ndo houveram
formac6es de nodulos de calcificacdo tanto no teste de Von Kossa (A) quanto no
de Alizarin Red (B). Amostra com cultivo de 7 dias (protocolo A).
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= Amostra 3 (sem dexa)- 14 dias

VON KOSSA

Figura 23: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formagéo de tecido mineralizado organizando-se em formato de
nodulos, tanto no teste de Von Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B). Amostra

com cultivo de 14 dias (protocolo A).
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= Amostra 3 (sem dexa)- 21 dias

10x

A VON KOSSA ALIZARIN RED
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Figura 24: Anélise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formacao de poucos nédulos de calcificacao, tanto no teste de Von

Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B). Amostra com cultivo de 21 dias

(protocolo A).
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= Amostra 3 (sem dexa)- 28 dias

ALIZARIN RED, B

A VONKOSSA

5X 10x 5x 10x

Figura 25: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formacdo de nodulos de calcificacdo bem definidos tanto no teste

de Von Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B). Amostra com cultivo de 28

dias (protocolo A).
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= Amostra 1 (com dexa)- 7 dias

A
by VONKOSSA 10X

Figura 26: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formacao pequenos nodulos de calcifica¢do tanto no teste de Von
Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B). Amostra com cultivo de 7 dias

(protocolo B).
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= Amostra 1 (com dexa)- 14 dias

>

VON KOSSA ALIZARIN RED

5X 10x X 10x

Figura 27: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formacéo de diversos nodulos de calcificacdo tanto no teste de
Von Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B). Amostra com cultivo de 14 dias

(protocolo B).
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= Amostra 1 (com dexa)- 21 dias

A
By VONKOSSA 10x £y ALIZARIN RED 0

/ ;};‘i'\_
/ /

At
Lor

sl e

~:'k o

Figura 28: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formacdo de nddulos de calcificacdo de maior tamanho tanto no

teste de Von Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B). Amostra com cultivo de

21 dias (protocolo B).
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= Amostra 1 (com dexa)- 28 dias

A B
By VON KOSSA 0x £y ALIZARIN RED 0

Figura 29: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formacéo de nddulos de calcificacdo de maior tamanho e melhor

delimitacdo tanto no teste de Von Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B).

Amostra com cultivo de 28 dias (protocolo B).
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= Amostra 2 (com dexa)- 7 dias

ALIZARIN RED

Figura 30: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- s setas nas imagens acima
demonstram a formacédo de pequenos nédulos de calcificacdo tanto no teste de

Von Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B). Amostra com cultivo de 7 dias

(protocolo B).
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= Amostra 2 (com dexa)- 14 dias

A
By VON KOSSA 10x by ALIZARIN RED 0x

Soum

L doopm

Figura 31: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formacéo de diversos nodulos de calcificacdo tanto no teste de
Von Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B). Amostra com cultivo de 14 dias

(protocolo B).
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= Amostra 2 (com dexa)- 21 dias

A
By VON KOSSA 10x by ALIZARIN RED 10x

Figura 32: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formacdo de nédulos de calcificacdo de maior tamanho tanto no

teste de Von Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B). Amostra com cultivo de

21 dias (protocolo B).
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= Amostra 2 (com dexa)- 28 dias

A B
By VON KOSSA 10x oy ALIZARIN RED for

Figura 33: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formacéo de nddulos de calcificacdo de maior tamanho e melhor
delimitacdo tanto no teste de Von Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B).

Amostra com cultivo de 28 dias (protocolo B).
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= Amostra 3 (com dexa)- 7 dias

VON KOSSA

Figura 34: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formacédo de pequenos nddulos de calcificacdo tanto no teste de

Von Kossa (A) quanto no de Alizarin Red(B). Amostra com cultivo de 7 dias

(protocolo B).
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= Amostra 3 (com dexa)- 14 dias

A
5y VON KOSSA 10x 5y ALIZARIN RED 100

Figura 35: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formacéo de diversos nodulos de calcificacdo tanto no teste de

Von Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B). Amostra com cultivo de 14 dias

(protocolo B).
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= Amostra 3 (com dexa)- 21 dias

A B
5y VON KOSSA 10 By ALIZARIN RED 10x

Figura 36: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formacdo de nddulos de calcificacdo de maior tamanho tanto no

teste de Von Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B). Amostra com cultivo de

21 dias (protocolo B).
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= Amostra 3 (com dexa)- 28 dias

Figura 37: Andlise Von Kossa e Alizarin Red- as setas nas imagens acima
demonstram a formacéo de nddulos de calcificacdo de maior tamanho e melhor

delimitacdo tanto no teste de Von Kossa (A) quanto no de Alizarin Red (B).

Amostra com cultivo de 28 dias (protocolo B).
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6. DISCUSSAO

A Engenharia Tecidual € um campo interdisciplinar que busca a
regeneracao de tecidos bioldgicos a partir de estudos conduzidos no campo das
ciéncias biologicas e Engenharia (LANGER & VACANTI, 1993;
KHADEMHOSSEINI et al., 2006) com o objetivo de desenvolver substitutos
que restauram, mantém ou melhoram a funcdo tecidual (LANGER &
VACANTI, 1993; KHADEMHOSSEINI et al., 2006). Estudos sobre este
assunto séo descritos na literatura desde a década de 30, com um estudo de
BISCEGLIE (1933) utilizando células tumorais de rato transplantadas na
cavidade abdominal de um porco e de modo que estas ndo foram rejeitadas, bem
como um estudo de CARREL & LINDBERGH (1935) quando mantiveram
vivos 0rgaos de animais fora de seus corpos. Com os avancos relacionados a ET,
estruturas tridimensionais chamadas de scaffolds passam a ser utilizadas em
diversos estudos com a finalidade de serem criados tecidos em trés dimensoes
(VACANTI et al., 1988; LANGER & VACANTI,1993). Uma vez que doador e
receptor sdo 0 mesmo individuo, técnicas desenvolvidas por meio da ET
apresentam vantagens sobre outras terapias, como drogas, no sentido de
favorecer uma solucdo definitiva ao problema de faléncia dos 6rgdos, como
também de evitar a rejeicdo do orgdo transplantado, alem do fato de diminuir o
tempo de espera por um doador (LANGER & VACANTI, 1993; LANGER
2000; KHADEMHOSSEINI et al.,2006). Atualmente tem sido estudadas as
células iPS, onde essas sdo produzidas artificialmente por meio de manipulagéo
genetica de células somaticas com capacidade de se diferenciarem em diversas
linhagens com o objetivo de reparar ou regenerar um Orgdo ou tecido
(TATULLO etal., 2015; MITSIADIS & HARADA 2015).
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A ET tem sido empregada em diversos campos da medicina e odontologia
pelo fato de poder melhorar a qualidade de vida das pessoas (ESTRELA et al.
2011). Estudos utilizando germes dentarios de ratos Lewis semeados em
scaffolds e transplantados no omento e posteriormente em mandibula de ratos,
evidenciaram sucesso gerando tecidos dentarios, demonstrando a possibilidade
de regeneracdo do orgdo dental em futuro previsivel (DUAILIBI et al. 2004;
DUAILIBI et al. 2006; DUAILIBI et al. 2008). Entretanto, questdes relativas ao
comportamento das células, morfologia, cor adequada e erup¢do do dente ainda
necessitam de melhor definicdo para aplicacdo clinica (SUJESH et al. 2012;
OSHIMA & TSUJI 2014).

Uma fonte rica em células utilizadas em experimentos na odontologia €
encontrada em tecidos ndo mineralizados, do dente terceiro molar, como o capuz
e a polpa do dente. Por meio de pesquisas, sabe-se que 0s dentes terceiros
molares que possuem melhor quantidade e qualidade de células-tronco séo 0s
que estdo em estagio de desenvolvimento 2-3 (DUAILIBI et al. 2011).
Entretanto, existem dificuldades quanto a técnica de extracdo dos dentes nesse
estagio de desenvolvimento, 0 que muitas vezes restringe o nUmero da amostra
e torna a cirurgia mais traumatica. Neste sentido, existem medicacgdes utilizadas
como protocolo na rotina odontoldgica que minimizam efeitos produzidos pelo
trauma cirdrgico. Essas medicacdes utilizadas sdo amoxicilina e dexametasona.
A amoxicilina é um antibidtico eficaz que reduz a incidéncia de alveolite e
proporciona resultados melhores na abertura de boca ap0s a cirurgia (BEZERRA
etal., 2011) e previne a infeccdo da ferida pds-operatoria. A dexametasona € um
glicocorticoide sintetico (LOEW,SHUSTER,GRAUL, 1986; QUECKENBERG
et al.2011) com bons efeitos antiinflamatérios (LOEW,SHUSTER,GRAUL,
1986; KOROLKOVAS 1999; WANG et al. 2012) tanto em animais (NAIR et
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al. 2011), quanto em seres humanos, reduzindo os efeitos de sequelas pos-
operatdrias como dor, edema e trismo (MARKIEWICZ et al. 2008; KIM et
al.2009; MAJID & MAHMOOD 2011; KLONGNOI et al. 2012; NOBOA et al.,
2014), sendo mais eficiente a que outros antiinflamatérios, como por exemplo o
diclofenaco de sodio (SPOORENBERG et al. 2013). Diversos estudos em
relacdo a farmacocinética da dexametasona, ou seja, 0 tempo em que a
medicacdo demora a atingir o nivel plasmatico maximo, demonstram que apos a
sua ingestdo o pico é atingido entre 1 e 2 horas (LOEW, SHUSTER,
GRAUL,1986, KOROLKOVAS 1999; QUECKENBERG et al. 2011; DRUG
INFORMATION HAND BOOK, 2015). Além das propriedas anti-inflamatdrias
da DEXA, esta também € muito utilizada em adi¢cdo a meios de cultura, devido
ao seu baixo custo e por sua propriedade em induzir o desenvolvimento
osteogénico (PORTER, HUCKLE, GOLDSTEIN, 2003; HILDEBRANDT et al.
2009). Entretanto, alguns efeitos indesejados sdo produzidos pela DEXA quando
adicionada a meios de cultura como por exemplo, diminuir a expressdo de
colageno tipo | e aumetar a maturacao dos adipécitos em cultura (BERESFORD
et al. 1992). Em relacéo ao uso sistémico, a DEXA utilizada em longos periodos
produz efeito secundario metabolico como resisténcia a insulina, hipertenséo,
glaucoma e osteoporose (UYL, BULTINK, LEMS, 2011). Considerando que a
DEXA possui diversos efeitos benéficos sobre as sequelas pos-operatdrias em
cirurgias de terceiros molares, sendo utilizada em protocolo odontoldgico, e
sabendo que quando adicionada a meios de cultura na concentragdo de 10~°mol
produz um efeito osteoindutor, foi necessario conhecer o comportamento das
células, in vitro, dos terceiros molares utilizados nesse estudo quando a DEXA

foi administrada por via sistémica.
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No presente estudo, foram utilizados células da polpa de dentes terceiros
molares com indicacdo prévia de cirurgia. Os pacientes concordaram por meio
do TCLE ou TA em participar do estudo, sendo utilizados dois protocolos de
medicacéo pre-operatoria, sendo a dexametasona o fator que os diferenciava. Os
terceiros molares foram extraidos e levados ao laboratorio CTCMol, onde a
polpa dos dentes foram fragmentadas, explantadas e permaneceram em cultura
até atingirem confluéncia celular desejada para analise do comportamento das
células in vitro. Para todas as etapas experimentais foram fixados intervalos de
7, 14, 21 e 28 dias. Foi obtido como resultado, que as células provenientes do
dente cujos pacientes ingeriram dexametasona 4 mg 1 hora antes ao ato
cirargico, se diferenciaram mais precocemente, em 7 dias de cultura, que as
células provenientes dos dentes cujos pacientes ndo ingeriram a droga, inferindo
assim que esta ainda estava em acdo no plasma saguineo (LOEW, SHUSTER,
GRAUL,1986; KOROLKOVAS 1999; QUECKENBERG et al. 2011; DRUG
INFORMATION HAND BOOK 2015) e foi capaz de chegar a regido de terceiro
molar, bem como foi possivel relacionar o efeito osteoindutor da dexametasona
guando adicionada diretamente a meios de cultura (PORTER, HUCKLE,
GOLDSTEIN, 2003; HILDEBRANDT et al. 2009) com a aplicacdo sistémica
da droga.

As andlises utilizadas para a observacdo da diferenciacdo das células em
tecido mineralizado foi de VVon Kossa e Alizarin Red, descrita por (PUCHTLER,
MELOAN, TERRY, 1969).

A avaliacdo da proliferagdo celular foi realizada por meio do corante
Trypan Blue (STROBER 2001) e as células foram contadas em contador
automatico para que ndo houvesse viés do observador. O resultado obtido foi

que as celulas do protocolo A atingiram seu pico de proliferacdo em 21 dias,
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enquanto que as células pertencentes ao protocolo B atingiram seu pico de
proliferacdo aos 14 dias de cultura. Foi realizada andlise de variancia de
Friedman, verificando que os resultados foram estatisticamente significantes no
protocolo A sendo p=0,0421 e 21 dias > 7dias e no protocolo B sendo p=0,0421
e 14 dias > 7dias. Ap6s o pico de proliferacdo, as celulas pertencentes a ambos
protocolos, cairam em declinio, ou seja, apos diferenciarem-se ocorre a morte
celular como ja descrito em relacdo as fases do comportamento celular
(FRESHNEY 2005).

Para a viabilidade celular utilizou-se o t test por meio do programa
Prisma5®, e verificou-se que houve diferenca estatisticamente significante na
viabilidade das células pertencentes ao protocolo A (sem DEXA) em 7 e 21 dias,
sendo p= 0,0040 e p<0,0001 respectivamente, em relacdo ao protocolo B (com
DEXA) e este tltimo, demonstrou diferenca estatisticamente significante aos 14

dias de cultura, sendo p<0,0001.

Em ambos os protocolos houve diferenciacdo das células em tecido
mineralizado, poréem as que pertencentes ao protocolo que continha
dexametasona como medicagdo pré-operatoria, a diferenciacdo celular ocorreu

mais precocemente.

Baseando-se nos resultados do presente estudo, acredita-se que a
dexametasona possui efeito osteoindutor ndo apenas quando adicionada
diretamente a meios de cultura, mas também quando administrada via sistémica
como medicacao pré-operatoria em cirurgias de terceiros molares e observadas

in vitro.
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7. PERSPECTIVAS

Investigar em qual tipo de tecido mineralizado as células expressaram.

EXx.: dentina, esmalte, cemento, 0sso.

Observar as células, em cultura, por um periodo mais prolongado.

Investigar a forma pela qual a dexametasona conseguiu atingir as células

da polpa dental.
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8.CONCLUSAO

A utilizacdo da dexametasona como medicacdo pré-operatoria
em cirurgia de terceiros molares promove diferenciacédo celular
mais precocemente, quando observada in vitro. Neste sentido,
quando houver o emprego do protocolo contendo a
dexametasona como medicacdo pré-operatéria, as células
deverdo ser utilizadas em futura aplicagéo clinica previamente

aos 14 dias de cultura.
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ABSTRACT

Introduction: The use of dexamethasone in mesenchymal cell culture induces
osteoblastic differentiation and, consequently, formation of mineralized tissues.
Tissue Engineering proposes the development of therapeutic strategies aiming
at structural and functional regeneration of biological tissues. In this sense, cell
characterization in vitro is critical to ensure the development of such techniques.
Objective: To evaluate the effect of dexamethasone administered as
preoperative medication in primary cell culture of human dental pulp. Methods:
We used cells from the third molar pulp. These cells were divided into two
experimental groups, each with two preoperative medication protocols used in
dental routine and differentiated by the intake of dexamethasone in one of them.
The assessment of proliferation, differentiation, and viability through Trypan
Blue, MTT and von Kossa, and Alizarin Red tests, respectively, were held in
fixed intervals. Friedman analysis of variance and t test were applied, and
confidence interval was set at 95%. Results: Protocol A cells proliferation
reached its peak on day 21 while protocol B cells proliferation reached its peak
on day 14. Protocol A cells were statistically more viable between days 7 and
21 whereas protocol B cells viability was higher on day 14. Von Kossa and
Alizarin Red analyses showed that calcified nodules formation occurred from
the seventh day of cell culture in protocol B cells and on day 14 in protocol A
cells. Conclusion: The use of dexamethasone as preoperative medication in third

molar surgery promotes cell differentiation earlier, when observed in vitro.

Key-words: dexamethasone, Tissue Engineering, third molar.



92

APENDICES




Protocolo A
n=3
|

93

APENDICE 1- FLUXOGRAMA

12 ETAPA- Obtencéao de células

)

4 comp. Amoxicilina 500mg
1h antes a cirurgia

|

Exodontia

Dente inserido em tubo
Falcon contendo HBSS

v

ToG
X

)

Terceiro molar em

estagio2ou 3

___| Totaln=6

Protocolo B
n=3
I

1 comp. Dexametasona 4mg +
4 comp. Amoxicilina 500mg
1 h antes a cirurgia

Explante

Células
mesenquimais-
Cultivo em Well

Plates com

Meio de

Cultura:

DMEM+

HAM'S F—-12
0,5% Penicilina
Streptomicina

FBS (5%)

|

Exodontia

Dente inserido em tubo
Falcon contendo HBSS

v

2D
sa's

Explante




APENDICE 2-FLUXOGRAMA

28 ETAPA- Expansao da populacao celular

Protocolo A

Cultivo até

confluéncia

l

Tripsinizagao

;

Distribui¢do das células para andlise
histoldgica e para ensaios de
proliferacdo e viabilidade

v

()
OO

990
QOO

()
OO

990
900,

v v

000000
000000

00

000000
0o
000000000000
00000

oo0000

00000000000
000000000000
000000000000

0000000
0000000
0000000
0000000
00 oo
000 oo
00 oo
0000000
000 33
0000000
0000000
0000000

Protocolo B

(| _
000

OO _
o'e

5'0'e)

——

Cultivo até
confluéncia

v

Tripsinizagdo

'

94

Distribui¢do das células para anadlise

histologica e para ensaios de

proliferacdo e viabilidade

7 dias

14 dias

21 dias

28 dias

v
990
QOO

000
.00,

.00
.90,

990
.90,

VRURURYE]

000000000000
000000000000
000000000000

0000000

000000000000
000000000000
000000000000
000000000000

oo
000000000000
000000000000



95

APENDICE 3 - PROTOCOLO TRIPSINIZACAO DE CELULAS

Etapas do procedimento

. Retirar as células da incubadora (37°C).
. Com uma pipeta, retirar o meio de cultura da garrafa T 75.

. Adicionar 2 ml de PBS para remover residuos localizados na superficie
das culturas, movimentando a garrafa para que a solugdo cubra toda a

superficie. Repetir o procedimento.

. Adicionar 1ml de tripsina e movimentar a garrafa para cobrir toda a

superficie da cultura. Incubar a 37°C por 15 minutos.

. Apdbs 15 minutos, retirar a garrafa da incubadora e adicionar 5ml de meio
de cultura e re-suspender a solucdo para homogeneizar a amostra. Levar a

solucdo homogeneizada para um tubo falcon e repetir o procedimento.
. Centrifugar as amostras a 1.500 RPM durante 10 minutos.

. Retirar aamostra da centrifuga e desprezar o meio de cultura sobrenadante

em Becker com hipoclorito, mantendo o pellet.

. Adicionar 10ml de meio de cultura e re-suspender o pellet para

homogeneizar a amostra.
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APENDICE 4 - PROTOCOLO VON KOSSA

Etapas do procedimento

1. Lavar os pogos das well-6 com 1ml de agua destilada

2. Adicionar 1ml de paraformaldeido 4% em cada poco e deixar por 15
minutos

Desprezar o paraformaldeido

Lavar os po¢os com 1ml de dgua destilada por 3 vezes

Remover a agua destilada dos pocos

Adicionar nitrato de prata 5% e deixar por 20 minutos em luz UV
Remover o nitrato de prata dos pogos

Lavar de 3 a 5 vezes cada poco com 1ml de agua destilada

© © N o o A oW

Remover a agua destilada dos pogos

10.Adicionar 1ml de tiossulfato 5% em cada poco, deixando por 2 minutos
11.Lavar 0s pogos por 3 vezes com agua destilada

12.Adicionar 1ml de eosina 0,1% e deixar por 3 minutos

13.Lavar 0s po¢os com agua destilada

14.Analisar em microscépio



APENDICE 5 - PROTOCOLO ALIZARIN RED

Etapas do procedimento

Lavar os pocgos das well-6 com 1ml de PBS
Remover o PBS

Adicionar 1ml de formol 10% em cada pogo
Remover o formol dos pogos

Lavar repetidas vezes com agua destilada
Remover a agua destilada dos pocos
Adicionar 1ml de alizarin red em cada poco

Manter a well em skaker por 10 minutos

© © N o g &~ w b -

Remover o alizarin red dos pogos
10.Lavar os pogos com agua destilada até atingir coloracdo mais clara

11.Analisar em microscépio

97



98

ANEXOS




99

ANEXO I- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE
EESCLARECIDO(TCLE)

1 — TITULO DA PESQUISA — EFEITOS DA MEDICACAO PRE-
OPERATORIA NA CULTURA PRIMARIA DE CELULAS DE POLPA
DENTAL HUMANA.

2 - PROPOSTA DE ESTUDO

Vocé esta sendo convidado a participar de um Estudo de Pesquisa. Antes de
decidir se quer participar ou ndo, é importante que entenda porque o Estudo esta
sendo realizado e o que ele vai envolver. Por favor, leia com atencdo as
informacdes ou peca que as mesmas sejam lidas a vocé pelo profissional que esta
apresentando. Sinta-se a vontade para fazer quaisquer questionamentos visando

responder as suas duvidas.

O objetivo desta pesquisa € de avaliar o efeito que a medicacdo pré-
operatdria,utilizada como protocolo em Odontologia, exerce nas células de
dentes humanos in vitro (em laboratdrio),na tentativa de beneficiar a pesquisa
com estas células. Para este estudo serdo utilizados dentes com indicacdo de
extracdo, avaliados por meio de exame clinico e radiografico, os quais em
condi¢Bes normais seriam desprezados apos a cirurgia. A sua participacéo sera
somente como doador do 6rgdo dental. A obtencdo das células dentais sera
executada em laboratério. As células serdo alimentadas com nutrientes

especificos para cultura e posteriormente avaliadas com testes pertinentes.
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3 -DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

Os pacientes incluidos neste estudo deverdo concordar com o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido assinando o protocolo clinico anexado.
Apdbs os exames clinico e radiografico e constatada a indicacdo de extracdo
dental como Unico tratamento, vocé serd submetido ao procedimento cirdrgico.
Este procedimento é exatamente igual ao praticado na rotina Odontoldgica e

também seria realizado independente deste estudo.

4 - RELACAO DOS PROCEDIMENTOS ROTINEIROS

O procedimento cirdrgico consistira na extracao dentaria e vocé sera medicado
seguindo dois protocolos de medicacdo pré-operatoria utilizados na rotina
odontoldgica. Na primeira extracdo de seu dente vocé sera medicado de acordo
com um tipo de protocolo e em sua segunda extracdo de dente, vocé sera
medicado seguindo outro protocolo, sendo que qualguer um dos dois protocolos
de medicacdo pré-operatoria trardo os mesmos beneficios a vocé, sendo estes a

diminuicdo de traumas e dor apds a cirurgia.

5- RISCOS E DESCONFORTO

Os riscos e desconfortos diretos ou indiretos nos procedimentos de extragao
dentéria ocorrerdo independentemente da sua participacdo nesta pesquisa. Os
riscos e desconfortos poderao ser:

Anestesia local durante a cirurgia: dor da puncdo na anestesia; sensacdo de

amortecimento na regido; pressao, vibracao.

No pods operatdrio: inchaco; dor; limitacdo de movimento; dor na articulacdo da

boca; mal gosto e febre.
Todos os itens descritos sdo 0s mesmos observados em procedimentos
semelhantes a extracdo dental de dentes inclusos. Vocé ndo devera deixar de

informar ao profissional a respeito de quaisquer davida ou sintomas que observar
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telefonando imediatamente ao profissional responsavel pelo estudo, o qual estara

disponivel para ouvi-lo e esclarecer suas duvidas e perguntas.

6 - BENEFICIOS

Esta € uma pesquisa experimental com a finalidade de verificar o comportamento
in vitro (em laboratério) das células dentais quando submetidas aos diferentes
protocolos de medicacdo pre-operatoria utilizados na rotina Odontoldgica. Este
protocolo de estudo ndo lhe trard beneficios diretos mas, ajudard a reunir
informacdes importantes e valiosas que poderdo nortear novas pesquisas € no
futuro ajudar outras pessoas. Somente no final deste estudo poderemos concluir

a presenca de beneficios e 0 quanto Uteis eles poderdo ser.

7 - ALTERNATIVAS DE PROCEDIMENTO
Caso vocé opte por ndo participar deste Protocolo de Pesquisa ndo doando o
dente, o profissional responsavel dispensara 0 mesmo jogando-0 no lixo

contaminado.

8 - GARANTIA DE ACESSO

Vocé tera acesso a todo e qualquer destino dado as células utilizadas e/ou
estocadas, além dos resultados obtidos com este estudo, garantimos que em
qualquer etapa, vocé poderd esclarecer suas eventuais duvidas com 0s
profissionais responsaveis pela pesquisa. Os principais investigadores sdo Profs.
Drs. Silvio Eduardo Duailibi e Monica Talarico Duailibi que podem ser
encontrados no seguinte endereco: Av. Chibarés, 452 e no telefone 011- 5051
1898. Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu,
572 — 1° andar - c¢j 14, 5571-1062, FAX: 5539-7162 — E-mail:
cepunifesp@unifesp.br
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9 — PARTICIPACAO

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na Instituicdo. Sua participacdo no estudo € voluntaria. Se preferir

ndo participar, ndo ha necessidade de nenhuma justificativa.

10 - CONFIDENCIALIDADE

As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com as de outros
voluntarios. Tanto o profissional responsavel quanto a equipe envolvida,
manterdo em sigilo absoluto sua identidade e as informacdes que vocé vier a
apresentar. VVocé ndo sera identificado em nenhuma publicacdo onde o contetido

do trabalho seja apresentado, garantindo o segredo profissional.

11 - ATUALIZACAO DOS RESULTADOS

E garantido o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das
pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do

conhecimento dos pesquisadores.

12 — DESPESAS E COMPENSACOES

N&o héa despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, apos a
sua extragdo. Tambem ndo ha compensacdo financeira relacionada a sua
participacdo. Se existir qualquer despesa adicional no estudo, ela sera absorvida

pelo or¢camento da pesquisa.
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13 - COMPROMISSO

Os pesquisadores assumem o compromisso de utilizar os dados e o material

coletado somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li
ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “EFEITOS DA
MEDICACAO PRE-OPERATORIA NA CULTURA PRIMARIA DE
CELULAS DE POLPA DENTAL HUMANA”. Eu discuti com o Dr. Silvio
Eduardo Duailibi sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram
claros para mim quais sdo 0s propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo €
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o0 mesmo, sem penalidades
ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no

meu atendimento neste Servico.

Assinatura do Paciente Data: [ ]

Assinatura da Testemunha Data: [

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste

estudo.

Assinatura do responsavel pelo Estudo Data:  / /
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ANEXO II- TERMO DE ASSENTIMENTO PARA MENORES DE
DEZOITO ANOS

Meu nome é Rani Moretti e 0 meu trabalho é pesquisar os efeitos que a
medicacdo pre-operatdria, utilizada em protocolos de rotina odontoldgica,
exerce nas células de dente quando sdo cultivadas em laboratério. Queremos
melhorar o tratamento de doencas causadas por acidentes e achamos que esta
pesquisa pode ajudar nisso. Eu vou informar vocé e convida-lo a participar desta
pesquisa. VVocé pode escolher se quer participar ou nédo, € vocé quem decide.
Discutimos esta pesquisa com seus pais ou responsaveis e eles sabem que
também estamos pedindo seu acordo. Se vocé vai participar na pesquisa, seus
pais ou responsaveis tambem terdo que concordar. Mas se vocé ndo desejar fazer
parte na pesquisa, ndo é obrigado, até mesmo se seus pais concordarem. VVocé
pode discutir qualquer coisa deste formulario com seus pais, amigos ou qualquer
um com quem Vocé se sentir a vontade de conversar. Pode haver algumas
palavras que ndo entenda ou coisas que vocé quer que eu explique mais
detalhadamente porque vocé ficou mais interessado ou preocupado. Por favor,
peca que pare a qualquer momento e eu explicarei.

Queremos achar melhores maneiras para tratar doencas causadas por
acidentes ou por fatores genéticos e precisamos avaliar os efeitos que as
medicacgOes utilizadas antes de tirar o dente exercem sobre as células para que
possamos saber se essas células de dente irdo se manter vivas e saudaveis.
Estamos testando células de adolescentes que sdo da sua idade porque as suas
células estdo mais novas e mais adequadas para esta pesquisa.

Vocé nédo precisa participar desta pesquisa se ndo quiser. Se decidir ndo
participar da pesquisa, nada mudara no seu tratamento de saide. Mesmo assim,
este servico de saude estara disponivel para vocé. Até mesmo se disser "'sim"
agora, podera mudar de idéia depois, sem nenhum problema.

A sua saude € muito importante e vocé veio ao dentista para trata-la. O seu

dente precisa ser arrancado mesmo que vocé decida ndo participar desta
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pesquisa. Para participar desta pesquisa vocé deve doar 0 seu dente que seria
jogado no lixo para utilizarmos em laboratorio.

O uso do dente em laboratério é seguro e ja foi testado em outros
adolescentes. Nao houve nada que nos preocupasse. Porém, se qualquer coisa
incomum acontecer a vocé, vocé devera se sentir a vontade de nos chamar a
gualguer momento para falar sobre suas preocupacdes ou perguntas. Ha algumas
outras coisas que eu gostaria que vocé soubesse. Talvez voceé sinta um pouco dor
ou desconforto depois que o seu dente for arrancado,porém isto sera minimizado
devido ao uso das medicagdes que vocé ira tomar antes da cirurgia e além disso,
esses sintomas sao passageiros e ndo tem nada a ver com este estudo. A sua
participacdo nesta pesquisa é muito importante para melhorar o tratamento de
doencas causadas por acidentes e fatores genéticos. Isto ira ajudar muitas pessoas
agora ou mais tarde. N&o falaremos para outras pessoas que VOcé esta nesta
pesquisa e também ndo comunicaremos informacdo sobre vocé para qualquer
um que nao trabalha na pesquisa.

Eu entendi que a pesquisa € sobre a avaliacdo do efeito da medicacéo pré-
operatdria, utilizada na rotina odontoldgica, em células de dente e que este
estudo sera feito em laboratorio. Eu entendi que o meu dente precisa ser

arrancado mesmo que eu nao queira participar desta pesquisa.

Assinatura do Paciente Data: [

Assinatura dos Pais ou Responsavel Data: [/ |/

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Assentimento deste

paciente e de seu representante legal para a participacdo neste estudo.
Assinatura do responsavel pelo Estudo

Data: [
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ANEXO Il1- PARECER DA ETICA CONSUBSTANCIADO

Plataforma Brasil - Ministério da Salde

Universidade Federal de S30 Paule - UNIFESP! Hospital 530 Paulo

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: EFEITOS DA MEDICACAQ PRE-OPERATORIA NA CULTURA PRIMARIA DE CELULAS DE
POLPA DENTAL HUMAMA

Area Temdtica:
Pesquisador: RANI DA CUNMHA MORETTI Versao: 1
Instituigao: Universidade Federal de S30 Paulo - CAAE:05984512.3.0000.5505
LUMIFESPEFPM

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Nimero do Parecer: 72518
Data da Relatoria: 13082012

Apresentagio do Projeto:

A aplicag3o de dexametasona em cultura de células mesenquimais induz a diferenciagdo osteablastica com
consequente formagdo de tecidos mineralizados. A Engenharia tecidual na odontologia propde o
desenvoliments de estratégias terapéuticas direcionadas para a regeneragdo funcional & estrutural de tecidos
biolégicos. Messe sentido, a caracterizagdo do comportamento celular in vitro & fundamental para garantir o
desenvolvimenio destas tecnicas. Este estudo visa avaliar oz efeitos da ingestic de dexametasona comao
medicagio pré-operatdria na cultura de células primarias de polpa dental.

Serao analisadas células da polpa de terceiros molares de descarte cirurgico.

As amostras serdo obtidas de doadores voluntarios com indicago clinica & radiografica de extragio de
terceiros molares superiores, realizadas por cirurgides-dentistas. Os pacientes serdo selecionados no
ambulatdrio de odontologia da USP no curso de cinurgia buco-mazxilo-facial da Fundecto e outros drgdos de
saude publicos. Previamente a cirurgia, & seguindo a rotina na pratica odontologica, serdo utilizados dois
protocolos de medicagdo pré-operatdria. Os pacientes serdo submetidos a duas cirurgias para a obtencio de
duas amosiras, ou seja, haverio dois tempos cinirgicos, sendo extraido no primeire tempe cirdrgico o terceiro
maolar superior do lado direito & em outre tempo cirdrgico o terceiro maolar superior esquerdo, afim de ndo
comprometer a fungdo mastigatona e deglutigdo, bem como néo comprometer a recuperagio pos operatoria,
ou s&ja, quando

for extraido o dente de um lado, o paciente tera o outro lado livre para cumprir suas fungdes, bem como
diminuir o contato de residucs no local da extragdo. Mo primeire tempo cinlrgico sera aplicado o protocolo A e
ne segundo tempo cirlrgico sera aplicado o protocolo B. Mo protocole A a medicagio sera composta de 4
comprimidos de amoxicilina S00mg (antibictico)} & no protocolo B sera de 4 comprimidos de amoxicilina S00mg
{antibidtico) + 1 comprimido de dexametasona 4myg (anti-inflamatdrio hormonal) por via oral uma hora antes ao
ato cirlrgico.

As amostras serdo distribuidas em dois gnupos experimentais de acordo com dois protocolos de medicagio pré
-gperatoria ufilizados em rotina odontoldgica, sendo diferenciados pela ingestio da medicagio dexametasona
BmM apenas um dos protocolos. Apds o cultivo, as células serdo avaliadas em relagio a proliferacdo, viabiidade
e diferenciagio, com os testes de Trypan Blue, Metilietrazolium, Alisarin Red & Von Kossa respectivamente.

Objetivo da Pesquisa:

Orbjetive Primario:
Avaliar o efeito ostecinduter da dexametasona administrada como medicagio pré-operatoria na cultura de
celulas primarias

Ohbjetivo Secundario:
Desenvolver o Substituto Bicldgico dental por meio de Engenharia Tecidual.
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Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Sem risco adicional aos procedimentos de rotina para extragio dental de dentes inclusos.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Esta & uma pesquiza experimental com a finalidade de verificar o comportaments in vitro {em laboratério) das
células dentais guando submetidas aos diferentes protocolos de medicagSo pré-operataria utilizados na rotina
Cdentolégica. Este protecolo de estude ajudara a reunir informagdes importantes e valiesas que poderdo
norear novas pesquisas direcionadas a cbtengdo do Substituto Bioldgico Dental.

Consideragtes sobre os Termos de apresentagio obrigataria:

A folha de rosto encontra-se adequada. Apresenta TCLE, contemplandoe a resolugdo 186/28, descrevendo os
procedimentos do estudo, informando que o material coletado sera utilizado somente para esta pesguisa.

Recomendaghes:

nada consta

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Mio ha impedimento &tico para condugio do estudo

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagdo da CONEP:

Mao

SAD PAULD, 13 de Agosto de 2012

Assinada por:
José Osmar Medina Pestana
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FINANCIAMENTO
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FINANCIAMENTO

Configuram como parceiros deste estudo a Faculdade de Engenharia de
Materiais, Quimica e Mecanica da UNICAMP, a FAPESP vinculada ao Projeto
JP 07/51227-4, o CNPq vinculado ao projeto n° 573661/2008-1 do INCT
Biofabris (Instituto Nacional de Ciéncias e Tecnologia em Biofabricagéo) e
FAPESP 08/57860-3, além do apoio da Rede Ibero-Americana de Biofabricacao
— Cyted.
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