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RESUMO

O tratamento endoddntico € composto por diversas etapas fundamentais, que
vao desde a limpeza e modelagem do sistema de canais radiculares até a fase final
de obturacdo, etapas as quais sdo cruciais para 0 sucesso a longo prazo do
tratamento. Além de propriedades de selamento adequadas, o material obturador de
canais radiculares deve estimular ou induzir o reparo dos tecidos remanescentes nos
sistemas de canais radiculares. Nesse contexto, os cimentos obturadores de canais
radiculares evoluiram em sua composi¢cdo ao longo do tempo, onde 0s cimentos
bioceramicos emergiram como uma inovacdo significativa na estimulacdo a
mineralizagcdo e osteogénese. A literatura demonstra uma interagao positiva desse
tipo de material com os tecidos circundantes, contribuindo para a reparacdo e
regeneracao 6ssea, que é de extrema importancia especialmente no tratamento de
casos com diagndstico de necrose e lesdo apical. O AH Plus Bioceramico (AHP-BIO)
€ um cimento bioceramico, composto principalmente por diéxido de zircénia e silicato
tricalcico que surgiu como uma melhoria de sua formulacéo original, associando as
boas propriedades que o AH Plus apresentava com a bioatividade de um cimento
bioceramico. Tal cimento apresenta em sua formulacdo baixa proporcéo de silicatos
de calcio e a presenca de dimetilsulfoxido e tracos de carbonato de litio, alteracdes
gue podem impactar no seu efeito. Assim, este estudo objetivou realizar a
investigacdo de propriedades quimicas e do efeito biolégico do AHP-BIO, um cimento
endodéntico lancado no ano de 2022. O trabalho foi estruturado em trés capitulos. No
primeiro capitulo, realizou-se uma revisdo da literatura sobre os cimentos
bioceramicos, destacando suas caracteristicas, composicdo e vantagens para o
tratamento endodontico. O segundo capitulo avaliou as propriedades quimicas do
AHP-BIO, revelando sua capacidade de liberacéo de ions de célcio e manutencéo de
um pH alcalino, fatores associados a biocompatibilidade e potencial mineralizador do
material. No terceiro capitulo, foi estudado o impacto do AHP-BIO na
osteoclastogénese em culturas de células RAW 264.7. Os resultados indicaram que
o AHP-BIO aumentou a expressao de genes envolvidos no processo de reabsorcao
0ssea, e inibiu a via Wnt com baixa expressdo das proteinas c-Myc e MMP-7. Além
disso, observou-se um aumento na quantidade de osteoclastos multinucleados,
sugerindo que o AHP-BIO estimula a atividade osteoclastica. Os achados evidenciam
o potencial do AHP-BIO como material endodéntico, mas indicam cautela em casos
com necessidade de controle da osteoclastogénese. Este estudo contribui assim para
a selecdo clinica criteriosa de cimentos biocerdmicos com base em evidéncias
cientificas de suas propriedades e efeitos bioldgicos.

Palavras-chave: Endodontia; teste de biocompatibilidade; propriedades quimicas;
cimento endoddntico; osteoclastos; osteoclastogenese.



ABSTRACT

Endodontic treatment consists of several fundamental steps, ranging from cleaning
and shaping the root canal system to the final obturation phase, steps that are crucial
for the long-term success of the treatment. In addition to adequate sealing properties,
the root canal filling material must stimulate or induce the repair of the remaining
tissues in the root canal systems. In this context, root canal filling sealers have evolved
in their composition over time, where bioceramic sealers have emerged as a significant
innovation in stimulating mineralization and osteogenesis. The literature demonstrates
a positive interaction of this type of material with the surrounding tissues, contributing
to bone repair and regeneration, which is extremely important especially in the
treatment of cases diagnosed with necrosis and apical lesion. AH Plus Bioceramic
(AHP-BIO) is a bioceramic sealer, composed mainly of zirconia dioxide and tricalcium
silicate, which emerged as an improvement of its original formulation, associating the
good properties that AH Plus presented with the bioactivity of a bioceramic sealer. This
sealer has in its formulation a low proportion of calcium silicates and the presence of
dimethyl sulfoxide and traces of lithium carbonate, changes that may impact its effect.
Thus, this study aimed to investigate the chemical properties and biological effect of
AHP-BIO, an endodontic sealer launched in 2022. The work was structured in three
chapters. In the first chapter, a review of the literature on bioceramic sealers was
conducted, highlighting their characteristics, composition, and advantages for
endodontic treatment. The second chapter evaluated the chemical properties of AHP-
BIO, revealing its capacity to release calcium ions and maintain an alkaline pH, factors
associated with the biocompatibility and mineralizing potential of the material. The third
chapter studied the impact of AHP-BIO on osteoclastogenesis in RAW 264.7 cell
cultures. The results indicated that AHP-BIO increased the expression of genes
involved in the bone resorption process and inhibited the Wnt pathway with low
expression of c-Myc and MMP-7 proteins. In addition, an increase in the number of
multinucleated osteoclasts was observed, suggesting that AHP-BIO stimulates
osteoclastic activity. The findings demonstrate the potential of AHP-BIO as an
endodontic material but indicate caution in cases requiring control of
osteoclastogenesis. This study thus contributes to the careful clinical selection of
bioceramic sealers based on scientific evidence of their properties and biological
effects.

Keywords: Endodontics; biocompatibility test; chemical properties; endodontic sealer;
osteoclasts; osteoclastogenesis.
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CAPITULO 1



1. CAPITULO 1 - INTRODUCAO, REVISAO DE LITERATURA E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

A polpa dentaria € um tecido conjuntivo especializado que se localiza no interior
do elemento dental e desempenha um papel muito importante na saude e funcéo do
dente [1]. A polpa é composta por vasos sanguineos, nervos e diferentes tipos
celulares, como fibroblastos, odontoblastos e células imunes, que sao responsaveis
pelas suas diversas funcdes [1]. Dentre as principais funcdes do tecido pulpar pode-
se citar a formacéo de dentina reparadora, a percep¢ao sensorial, a resposta imune
frente a patdégenos e a manutencdo da vitalidade [1]. A polpa dentaria apresenta um
papel significativo na resposta imune, pois suas células imunes, incluindo linfécitos e
macrofagos, sdo essenciais no combate a infec¢des e na manutencdo da homeostase
desse tecido [2]. Em casos de lesdo ou inflamacao, a polpa é capaz de induzir uma
resposta reparadora que envolve a secre¢ao de fatores de crescimento e citocinas
para promocao de reparo e/ou regeneracéo local [3].

A integridade do tecido pulpar pode ser comprometida por diversos fatores.
Dentre os principais fatores que ameacam a integridade da polpa dentaria, pode-se
citar as infeccOes bacterianas e traumas [4]. InfeccOes bacterianas, em especial
aguelas decorrentes de lesbes cariosas, estdo entre as causas mais comuns da
pulpite, condicdo inflamatoéria da polpa dentéaria [5]. Quando as bactérias penetram na
dentina e atingem o tecido pulpar, elas desencadeiam uma resposta imune
caracterizada pela liberacao de mediadores inflamatérios, como interleucinas e o fator
de necrose tumoral (TNF-a) [5]. Tal inflamacdo pode acarretar a danos irreversiveis,
resultando em necrose pulpar se ndo for tratada prontamente [6]. Ja os traumas, seja
por leséo fisica ou por iatrogenias durante procedimentos odontolégicos, também
podem impactar severamente a polpa dentaria. Estresses mecanicos podem induzir
um processo inflamatorio que altera o microambiente da polpa, afetando a
diferenciacdo e a funcdo das células-tronco da polpa dentaria (DPSCs), que sao
importantes no processo regenerativo [7]. Em casos de trauma grave, o tecido pode
ficar exposto, propiciando a invasao bacteriana direta que pode levar a subsequente
pulpite [8]. Além disso, a resposta inflamatoria frente ao trauma pode resultar em um

aumento da morte das células pulpares, diminuindo ainda mais a sua capacidade
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regenerativa [9].

Assim, o comprometimento da integridade da polpa pode acarretar uma
inflamacédo que pode progredir para pulpite irreversivel, que é caracterizada por dor
intensa e que pode evoluir para necrose pulpar [10]. Além disso, a incapacidade da
polpa de se regenerar, em decorréncia da perda de funcédo das células-tronco pode
dificultar ainda mais o processo de reparo, podendo levar a complica¢des adicionais,
como a formagéo de abscessos ou até mesmo o desenvolvimento de infec¢des
sistémicas [4]. Portanto, manter a integridade da polpa dentaria € crucial para
preservar sua vitalidade e funcdo. Pois quando comprometida, muitas vezes é
necessario a realizacdo de tratamento endodéntico que visa a remocao do tecido
necrosado ou inflamado, seguido de desinfeccéo e preparo mecanico do sistema de
canais radiculares com posterior preenchimento utilizando um material selador para
obtencdo do selamento bacteriano, procedimento denominado obturacdo [11]. A
obturacdo € essencial para evitar a reinfeccdo e promover o reparo dos tecidos
periapicais circundantes [11]. Assim, o tratamento endododntico visa a preservagao do
elemento dentario, reestabelecendo sua funcdo e previnindo a necessidade de
exodontia que pode resultar em danos estéticos e funcionais para o paciente [11].

O tratamento endoddntico tem como principal obtivo realizar a diminuicdo da
carga bacteriana e viruléncia microbiana do sistema de canais radiculares, pois a
infeccdo bacteriana € uma das principais causas de periodontite apical [12]. O material
selecionado para o procedimento de obturacao deve fornecer um vedamento eficiente
para evitar a entrada de bactérias e fluidos da cavidade oral no sistema de canais
radiculares [12]. Materiais como a guta-percha, combinados com 0s cimentos
endoddnticos, sdo comumente empregados devido a sua biocompatibilidade e
capacidade de criacdo de um vedamento [13]. A qualidade de tal vedamento é
primordial, pois estudos demonstraram que o vedamento inadequada pode levar a
falha do tratamento e a recorréncia da doenca periapical [14]. Portanto, dentre todas
as etapas do tratamento endodontico, os procedimentos de obturagdo sdo essenciais
para obtengéo de isolamento bacteriano a fim de prevenir sua proliferagéo e impedir
complicagbes futuras [15]. Assim, o reparo de 4pices abertos, perfuracbes e
reabsorc¢oes radiculares demonstram um desafio, devido a dificuldade de realizar tal
selamento e por demandar a formacdo de tecido mineralizado para completa
reparacao da regido periapical [16]. Uma das causas de insucesso mais comuns nos

tratamentos endodonticos esta relacionada a uma falha decorrente de um selamento
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inadequado do sistema de canais radiculares [17]. Além de fornecer o isolamento
bacteriano, o material utilizado na obturacdo também deve auxiliar e permitir a
cicatrizacéo dos tecidos periapicais [13]. A escolha desse material pode influenciar a
resposta bioldgica dos tecidos circundantes. Por exemplo, materiais bioceramicos
demonstraram promover a regeneracao de tecidos periapicais além de possuir
propriedades antimicrobianas, tornando-os uma opc¢do muito favoravel nos
tratamentos endodonticos [13]. Assim, escolher o material adequado para obturacéo
contribui para o sucesso a longo prazo dos tratamentos endodonticos [18-20].

Os cimentos bioceramicos representam um avanco significativo, sao
caracterizados por sua composicdo e propriedades que aumentam a eficacia dos
tratamentos de canal radicular [21]. Esses cimentos sdo compostos principalmente de
silicato de célcio, que conferem 6tima bioatividade, biocompatibilidade e estabilidade
mecanica [21]. Sua formulacdo permite que eles interajam favoravelmente com o
microambiente do elemento dental, tornando-os adequados para um selamento eficaz
dos canais radiculares [21,22]. A funcdo desses cimentos € de preencher, juntamente
com a guta-percha, o espaco deixado apds a remocao de tecido pulpar infectado ou
necrotico, prevenindo a reinfeccdo e promovendo a cicatrizacdo dos tecidos
periapicais [23,24]. Os bioceramicos sao particularmente valorizados por sua
capacidade de criar um selamento hermético que é crucial para manutencdo da
integridade do sistema de canais radiculares [22]. Estudos demonstraram que tais
cimentos apresentaram capacidade de selamento superior quando comparados aos
materiais tradicionais, como 0s cimentos a base de resina epéxi, em decorréncia da
sua baixa solubilidade em fluidos orais e da sua hidrofilicidade [22]. A importancia dos
cimentos bioceramicos na odontologia, especialmente na endodontia, pode ser
atribuida a diversos fatores. Primeiro, sua excelente biocompatibilidade diminui o risco
de reacOes adversas nos tecidos circundantes [24]. Além disso, 0s cimentos
biocerdmicos promovem a formacao de hidroxiapatita, o que facilita sua ligacdo com
a dentina, aumentando a eficacia geral do selamento obtido com o seu uso [25]. E
essa propriedade bioativa ndo auxilia apenas no selamento, mas também ajuda na
regeneracdo dos tecidos periapicais circundantes, tornando os biocerdmicos muito
benéficos em casos de necrose pulpar ou na presenca de lesdes periapicais [26]. As
propriedades mecéanicas dos cimentos bioceramicos, como sua estabilidade
dimensional e fluidez, também contribuem para sua eficacia. Eles séo projetados para

escoar nos espacos de dificil acesso do sistema de canais radiculares, garantindo
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assim uma cobertura total e minimizando os vazios que podem abrigar bactérias [27].
Ademais, a capacidade dos cimentos bioceramicos de liberar ions de calcio aumenta
ainda mais sua bioatividade atuando no reparo dos tecidos circundantes [28].

Portanto, o estudo das propriedades quimicas e efeitos desses cimentos
bioceramicos é crucial para melhorar as indicacfe de uso dos diferentes materiais
disponiveis no mercado [29]. Os bioceramicos usados em endodontia facilitam o
reparo 0sseo, sua semelhanca com o proceso de formacgdo da hidroxiapatita permite
uma ligacéo eficaz com as estruturas dentarias, que promove uma melhor resposta
regenerativa [30]. Essa biocompatibilidade € essencial por garantir que os materiais
nao provoquem reacdes adversas ao entrar em contato com os tecidos bioldgicos
[31,32]. Esses materiais tem a capacidae de absorver substancias osteoindutoras
durante o processo de reparo 0sseo, 0 que posteriormente estimula a formacéo de
tecido mineralizado [33]. Estudos demonstraram que alguns bioceramicos podem
inibir a osteoclastogénese enquanto promovem a diferenciacdo osteogénica, o que
facilita a regeneracéo 0ssea [34]. Essa acdo dupla € essencial, pois além de induzir a
formacdo de novo tecido dsseo, também diminui a atividade reabsortiva dos
osteoclastos, que pode impedir a cicatrizacdo 6ssea [34,35]. A interacdo entre
cimentos bioceramicos e osteoclastos € uma importante area de pesquisa, onde 0s
mecanismos pelos quais 0s materiais biceramicos afetam os osteoclastos ainda
podem ser melhor elucidados. Por exemplo, as propriedades superficiais dos
bioceramicos podem influenciar significativamente 0o comportamento dos
osteoclastos, incluindo sua atividade de reabsorcdo e sua diferenciacao [36]. O
entendimento dessas interacfes € muito importante para melhorar o design de
materiais e aumentar a efichcia dos bioceramicos em aplicacdes clinicas,
particularmente em casos que envolvem perda 6sseo [36].

Um cimento bioceramico relativamente novo no mercado € o AH Plus
Bioceramico (AHP-BIO; Dentsply Sirona, Ballaigues, Switzerland). O AHP-BIO é um
cimento bioceramico pré-misturado composto principalmente por diéxido de zirconia
(50-70%) como radiopacificador e silicato tricalcico (10-15%) como componente
bioativo [28,37,38]. De acordo com informacdes do fabricante, o AHP-BIO apresenta
capacidade de selamento superior; biocompatibilidade; atividade antimicrobiana;
propriedades fisicas excelentes; alta resisténcia a lavagem; e nao descolore o dente
[39-41]. Diferentemente de outros bioceramicos disponiveis no mercado, o AHP-BIO

possui uma baixa proporcdo de silicatos de calcio em sua composi¢cdo, nao
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apresentando silicato dicalcico, e apresenta em sua formulacdo dimetilsulfoxido
(DMSO) e tracos de carbonato de litio, 0 que ndo é conhecido de outros cimentos
bioceramicos [39,42]. O efeito do AHP-BIO na osteoclastogénese ainda ndo é
elucidado, necessitando de uma investigacao mais aprofundada. Embora o AHP-BOP
ja seja reconhecido por suas propriedades fisico-quimicas favoraveis, como baixa
solubilidade e alta radiopacidade, suas interacdes especificas com osteoclastos e as
consequentes implicacbes para a regeneracdo 0ssea ainda ndo foram estudadas
[39,41]. A literatura atual traz resultados principalmente sobre as capacidades de
vedamento e biocompatibilidade do material, com énfase limitada em seus efeitos
bioldgicos, principalmente no que diz respeito a diferenciacdo e atividade dos
osteoclastos [38]. Os osteoclastos desempenham um papel fundamental nos
processos de remodelacdo e cicatrizacdo 6ssea, em especial no contexto de
tratamentos endoddnticos onde a regeneracao 0ssea é essencial, como em casos de
lesBes periapicais. Diante do exposto, o objetivo geral desse estudo foi avaliar as
propriedades quimicas e os efeitos do AHP-BIO na osteoclastogénese. A fim de
elucidar melhor suas propriedades e participacdo no processo de remodelacao 6ssea.
Este estudo tém relevancia clinica na tomada de deciséo pelo cimento obturador de
canais radiculares ideal diante da condicdo endodoéntica a ser tratada. Os resultados
apresentados neste estudo podem garantir uma melhor escolha frente aos inGmeros

cimentos bioceramicos disponiveis no mercado atual.
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1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Historia e Evolugéo dos Cimentos Bioceramicos

A evolucdo dos cimentos bioceramicos reflete um avanco dos materiais
odontologicos utilizados em endodontia visando melhorar os resultados clinicos apés
os tratamentos endoddnticos. A jornada iniciou-se ao final do século XX com a
introducéo do Agregado de Triéxido Mineral (MTA), que foi desenvolvido inicialmente
na década de 1990 [43]. O MTA foi primeiramente indicado como material retro
obturador e para selamento de perfuracdes, sendo indicado em sequéncia também
para capeamento pulpar e como material de obturagdo apical devido a suas
propriedades de vedamento e Otima biocompatibilidade [43]. Esse material
apresentava em sua formulagéo silicato tricalcico, silicato dicalcico e 6xido de bismuto,
o que forneceu uma base para o desenvolvimento dos materiais bioceramicos
subsequentes [44]. ApOs a introducdo do MTA, as pesquisas se expandiram para
diferentes formulagGes de bioceramicos, a fim de melhorar as propriedades desses
materiais [44]. O reconhecimento da bioatividade dos bioceradmicos, caracterizada
pela interacdo favoravel com os tecidos bioldgicos, foi um marco fundamental na
terapia endodéntica [26]. Por exemplo, os materiais bioceramicos possuem a
capacidade de liberar ions de célcio promovendo a formacao de hidroxiapatita, o que
foi associado ao seu potencial regenerativo, tornando esses materiais adequados
para inOmeras aplicacdes clinicas além do selamento tradicional [45,46]. Tal
bioatividade € indispensavel para estimular os processos de cicatrizacdo do
hospedeiro, aumentando assim a previsibilidade dos tratamentos endoddnticos [26].

Nos anos seguintes a introducdo do MTA, diversos cimentos bioceramicos
foram desenvolvidos, podendo ser citados o Biodentine e o EndoSequence BC Sealer,
onde tais materiais foram desenvolvidos com o intuito de abordar algumas das
limitacdes associadas ao MTA, como as caracteristicas de manuseio e tempo de
presa [45]. O Biodentine, por exemplo, foi formulado para ter um menor tempo de
presa, mantendo propriedades bioativas semelhantes ao MTA [45]. Caracterizando a
evolugédo desses materiais focando em melhorar a sua biocompatibilidade, facilidade
de uso em ambientes clinicos e aprimorar suas propriedades mecanicas [29,46].
Destaca-se também pesquisas com os bioceramicos sobre o0 seu papel em aplicacdes
clinicas especificas, como no reparo de perfuracdes radiculares e o procedimento de
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apicificacdo em dentes imaturos com o apice aberto [47]. Além disso, estudos também
indicaram que os cimentos bioceramicos demonstram menor citotoxicidade quando
comparados aos materiais tradicionais, apoiando ainda mais sua utilizacdo em
procedimentos endodénticos sensiveis [48]. Com a evolugéo continua da endodontia,
a utilizacdo de materiais bioceramicos nas praticas clinicas € um reflexo de uma
evolucao crescente em direcdo a odontologia regenerativa. Estudos atuais sobre o
uso e as propriedades dos bioceramicos indicam que esses materiais terdo muita
importancia na terapia endododntica, especialmente com o surgimento de novas

formulacdes e tecnologias [48].

1.2.2 Cimentos Bioceramicos: Conceito e Caracteristicas

Os cimentos bioceramicos sdo uma classe de materiais biocompativeis
compostos principalmente por silicatos de calcio que se assemelham as propriedades
de tecidos bioldgicos, especialmente a hidroxiapatita, um componente chave das
estruturas dentarias e 6sseas [29,31]. Devido a essa semelhanca, 0s cimentos
bioceramicos formam ligagcdes quimicas com os tecidos dentérios, criando um
ambiente propicio a cicatrizacdo e regeneracao tecidual [29]. Esses materiais se
destacam por apresentar bioatividade, biocompatibilidade e capacidade de induzir a
osteogénese, 0 que 0s torna muito importantes para 0 sucesso em procedimentos
endodonticos [29]. Além disso, s@o hidrofilicos, o que facilita sua interacdo com a
dentina e promove um selamento eficiente dos canais radiculares, essencial para a
prevencdo de reinfeccdes [29,49]. Além de apresentar expansdo higroscépica,
caracteristica que também contribui para um melhor vedamento dos canais apo6s a

presa do material [45].

1.2.3 Composicéo e Propriedades dos Cimentos Bioceramicos

Cimentos bioceramicos sao compostos principalmente por silicato de calcio e
aditivos que sao inseridos com o intuito de aprimorar suas propriedades [44]. O MTA,
um dos primeiros bioceramicos desenvolvidos, € constituido por silicato tricélcico,
aluminato tricalcico, 6xido de silicato, 6xido de bismuto e outros Oxidos [44]. Ja os

novos materiais, como o Biodentine e 0 EndoSequence BC Sealer, foram introduzidos
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com melhoras em sua composicao para obter resultados clinicos mais favoraveis [50].
O Biodentine contém silicato de calcio e carbonato de calcio, com aditivos patenteados
gue melhoram sua resisténcia mecéanica e tempo de presa, sem comprometer a
bioatividade [50]. O EndoSequence BC Sealer, por sua vez, combina silicato de calcio
com fosfato de célcio, apresentando uma excelente capacidade de selamento e a
formacdo de hidroxiapatita, aprimorando a sua interacdo com a dentina [29]. A
composi¢do quimica desses materiais favorece sua interagcdo com os tecidos
biolégicos, aumentando seu potencial regenerativo e tornando-os ideais para
diferentes casos em endodontia [47].

- Propriedades fisico-quimicas

Os cimentos bioceramicos exibem inimeras propriedades fisico-quimicas
vantajosas. Possuem biocompatibilidade, minimizando rea¢gdes adversas ao entrar
em contato com os tecidos biolégicos [31,45]. Apresentam pH alcalino (em média de
12,5), o que contribui para seus efeitos antimicrobianos além de promover a
precipitagdo da hidroxiapatita, o que facilita sua ligagdo com a dentina aumentando a
capacidade de selamento [30]. Além disso, 0s cimentos bioceramicos apresentam
baixa solubilidade e boa estabilidade dimensional, requisitos essenciais para
manutencdo da sua integridade a longo prazo no ambiente Uumido do sistema de
canais radicular [33,51]. Estudos recentes demonstram ainda a capacidade desses
cimentos de facilitar a absorcdo de substancias osteoindutoras durante o reparo
0sseo, demonstrando sua funcdo regenerativa [33]. A resisténcia mecanica,
especialmente a compressao, também é influenciada pela composicdo quimica e
pelas condicBes ambientais no momento da fixacao [51].

- Propriedades antimicrobianas

O pH elevado dos cimentos bioceramicos cria um ambiente hostil para a
sobrevivéncia de microrganismos, sendo uma propriedade essencial para prevenir a
reinfeccdo de canais tratados endodonticamente [30]. Estudos confirmam que esses
materiais sdo eficazes na inibicAo do crescimento de patdogenos endodonticos
comuns, importante para se alcangar o sucesso do tratamento [52].

- Interacdo com tecidos 6sseos e dentarios

A interacdo dos cimentos bioceramicos com os tecidos biolégicos € um aspecto
crucial para seu uso clinico. A formacao de hidroxiapatita, apods o contato com fluidos
bioldgicos, é uma caracteristica fundamental que contribui para a regeneracéo e a

cicatrizacdo tecidual [31]. Por exemplo, estudos verificaram que 0s cimentos

21



bioceramicos sao capazes de estimular a proliferacdo e mineralizacéo de células da
polpa dentaria humana, indicando seu potencial na promocéo de regeneracéo tecidual
[53]. Estes cimentos demonstraram também facilitar a formagdo de uma ponte de
dentina em casos de exposi¢ao pulpar, demonstrando sua eficacia na cicatrizacdo do
complexo polpa-dentina [45]. O potencial regenerativo desses materiais € ainda mais
evidenciado por sua capacidade de inducdo de uma resposta biolégica favoravel em
tecidos periapicais, 0 que € essencial para o sucesso de procedimentos endoddnticos
[54].

1.2.4 Tipos de Cimentos Bioceramicos

Uma gama de matérias bioceramicos esta disponivel para atender as diferentes
aplicacfes clinicas. Os principais tipos de cimentos bioceramicos incluem: MTA;
Cimentos a base de silicato de calcio; Cimentos a base de fosfato de célcio; Cimentos
a base de hidroxido de célcio modificado; Cimentos a base de silicato de calcio e
aluminio; Cimentos bioceramicos.

- Agregado de Trioxido Mineral (MTA)

O MTA é um cimento bioceramico amplamente reconhecido por sua excelente
biocompatibilidade, capacidade de vedamento e capacidade de promover a
regeneracao de tecidos duros [43]. O MTA é comumente utilizado nos procedimentos
de capeamento pulpar, obturacdo apical e reparo de perfuracdo devido a sua
capacidade de induzir mineralizacdo e formacédo de hidroxiapatita em contato com
fluidos teciduais [43]. Entretanto, o MTA possui algumas limitacbes, incluindo a
possibilidade de descoloracao do elemento dentario e longos tempos de presa, o que
levou a necessidade do desenvolvimento de novas alternativas [43,55].

- Cimentos a base de silicato de célcio

Esta categoria inclui diferentes materiais, como BioRoot RCS e Biodentine, que
foram projetados com o intuito de melhorar as propriedades do antecessor MTA [55].
Os cimentos a base de silicato de calcio sédo conhecidos por possuir oOtimas
propriedades mecénicas, apresentar biocompatibilidade e capacidade de estimular a
diferenciacdo osteogénica [55]. Tais materiais sdo empregados em procedimentos
como apicificagdo, capeamento pulpar e utilizados como material de obturacdo do

sistema de canais radiculares [55]. Seu mecanismo de fixacdo envolve a hidratacao
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de particulas de silicato de calcio, o que resulta na formacéo de hidrato de silicato de
calcio, contribuindo assim para sua bioatividade [56].

- Cimentos a base de fosfato de calcio

Esses cimentos sdo caracterizados pela capacidade de liberagdo de ions de
calcio e fosfato, o que leva a formacao de hidroxiapatita [57]. Os cimentos a base de
fosfato de célcio podem facilitar a precipitacdo de depositos de fosfato de célcio,
melhorando assim a capacidade de selamento dos materiais de obturagdo do canal
radicular, além de serem particularmente benéficos em procedimentos cujo objetivo é
melhorar a cicatrizacéo dos tecidos periapicais [57].

- Cimentos a base de hidroxido de calcio modificados

Esses cimentos combinam as propriedades do hidréxido de célcio com outros
materiais a fim de melhorar seu desempenho [58]. Porém, mantendo as
caracteristicas favoraveis do hidroxido de calcio, como alto pH e presenca de
propriedades antibacterianas, ao mesmo tempo em que melhoram suas capacidades
de selamento e manuseio [58]. Cimentos & base de hidréxido de célcio modificados
sao normalmente empregados em capeamento pulpar e como cimentos obturadores
de canais radiculares, proporcionando um equilibrio entre resisténcia mecanica e
atividade biolégica [59].

- Cimentos a base de silicato de célcio e aluminio

Este tipo de cimento incorpora a sua composicdo o silicato de aluminio, com
intuito de melhorar as propriedades mecanicas e a bioatividade do material [60].
Cimentos a base de silicato de calcio e aluminio possui uso potencial em aplicacdes
endodoénticas, particularmente em situacfes que exigem boa biocompatibilidade e
forte vedamento [60]. O ajuste em sua composi¢cdo, quando comparado ao MTA,
permite melhor interacdo com os tecidos dentais e periapicais, promovendo melhor
integracgao e cicatrizacao [60].

- Cimentos bioceramicos

Os cimentos bioceramicos, como o Endosequence BC Sealer, sé&o projetados
para uso em associacdo a guta-percha no procedimento de obturacdo do canal
radicular [61]. Eles sdo compostos de uma combinacao de silicatos de calcio, fosfatos
de calcio e outros aditivos que tem por objetivo aumentar sua capacidade de
selamento e biocompatibilidade [61]. Eles exibem altos niveis de pH, contribuindo com
suas propriedades antibacterianas e auxiliando na cicatrizacao dos tecidos periapicais

[61]. Os seladores bioceramicos sao cada vez mais favorecidos devido a sua
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capacidade de penetracdo nos tubulos dentinarios, além de fornecer um selamento

superior quando comparados aos seladores tradicionais [61].

1.2.5 Aplicagbes dos Cimentos Bioceramicos

Uma das principais aplicacdes dos cimentos bioceramicos € no procedimento
de obturacdo de canais radiculares, onde eles fornecem um selamento hermético
prevenindo reinfecgdes [29]. O EndoSequence BC Sealer, por exemplo, conhecido
por possuir propriedades fisicas e quimicas favoraveis, incluindo capacidade de
expansdo na presenca de umidade e boa radiopacidade, o que melhora sua
capacidade de selamento devido ao escoamento dentro dos tubulos dentinarios [29].
Outra aplicacdo onde o0 uso dos cimentos biocerdmicos pode ser critico, € no
tratamento de dentes imaturos com apices abertos. Esses materiais sdo aplicados
para criacdo de uma barreira apical, possibilitando a conclusdo do tratamento
endodoéntico em dentes néo vitais com apices abertos [45]. Foi demonstrado que 0s
cimentos bioceramicos sdo capazes de estimular efetivamente a formagcédo de uma
ponte de dentina, o que promove a cicatrizacdo e a regeneracao nesses casos mais
desafiadores [45]. O potencial regenerativo dos cimentos bioceramicos € ainda mais
apoiado por sua capacidade de liberar ions de célcio, o0 que aumenta a formacao de
hidroxiapatita que € um componente crucial na regeneracao 0ssea e dentinaria [24].

Além de seu uso nos procedimentos de obturacdo e apicificacdo, esses
cimentos podem ser empregados em reparos de perfuracdo e como materiais de
preenchimento retrégrado em cirurgias parendodénticas [31]. Sua natureza bioativa
possibilita que eles se liguem quimicamente a estrutura do dente, o que é
imprescindivel para manutencéo da integridade do dente apds intervencgdes cirdrgicas
[31]. Além disso, exibem propriedades antibacterianas que sdo muito importantes no
controle de infecgdo durante procedimentos endodonticos [31]. A combinacdo dessas
propriedades torna os cimentos bioceramicos uma escolha versatil possuindo
diferentes aplicagbes na endodontia, contribuindo para maiores taxas de sucesso em
tratamentos mais desafiadores [62]. O uso de cimentos bioceramicos tem sido
associado a melhores resultados clinicos em termos de biocompatibilidade e
capacidade de selamento. Estudos demonstraram que esses materiais além de

fornecer um bom vedamento contra a infiltracdo bacteriana, também auxiliam na
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cicatrizacao dos tecidos periapicais, melhorando assim o prognéstico geral dos dentes

com tratamento endodontico [63].

1.2.6 Vantagens e Desvantagens

Os cimentos bioceramicos oferecem inimeras vantagens na endodontia. No
entanto, como qualquer material, apresentam também algumas desvantagens quando
comparados a outros tipos de cimentos usados na endodontia, como cimentos a base
de resina, 6xido de zinco e eugenol, ou cimentos a base de hidréxido de célcio. Uma
das principais vantagens esta relacionada a sua excelente biocompatibilidade,
atribuida a sua similaridade com materiais biolégicos [29]. Essa propriedade confere
uma integragéo eficaz com os tecidos circundantes, promovendo a cicatrizagéo e a
regeneracao, além de reduzir o risco de rea¢des adversas e inflamacédo [29-31]. Outra
vantagem esta relacionada as propriedades osteoindutoras e osteocondutoras,
garantindo que os cimentos bioceramicos possam estimular a regeneracao 0ssea e
formar tecidos mineralizados [29]. Materiais bioceramicos, como o MTA e o
Biodentine, ja demonstraram capacidades de selamento superiores quando
comparados aos materiais tradicionais, que sao cruciais para prevenir micro infiltracéo
e consequentemente falhas endodénticas subsequentes [46]. Além disso, esses
cimentos apresentam propriedades mecanicas favoraveis, incluindo a alta
estabilidade dimensional, ndo sofrendo contracao significativa durante sua presa, 0
gue garante um vedamento estavel e duradouro que € essencial para manutencao da
integridade do sistema de canais radiculares mediante forcas mastigatorias [31]. Sua
natureza bioativa estimula também o0s processos naturais de remineralizacéo,
melhorando o reparo e cicatrizagcdo dos tecidos periapicais circundantes [64].
Ademais, os cimentos bioceramicos possuem menor citotoxicidade em comparacao
aos materiais tradicionais, a liberacdo de ions de calcio e sua capacidade de
neutralizar acidos conferem aos cimentos bioceramicos uma toxicidade muito baixa,
tornando-os mais seguros quando aplicados em procedimentos odontolégicos mais
sensiveis [65]. Cimentos a base de resina, por exemplo, podem liberar monémeros
toxicos em algumas condic¢des, o que pode causar efeitos adversos [65].

Apesar de suas inumeras vantagens citadas, 0s cimentos bioceramicos

7

também possuem algumas limitagdes. Uma desvantagem significativa € o custo
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desses materiais, 0 que pode acabar limitando sua acessibilidade e
conseguentemente o uso na pratica clinica [30]. Além disso, embora 0s cimentos
bioceramicos geralmente apresentem boas propriedades de vedamento, alguns
estudos demonstraram que seu desempenho pode ser estatisticamente similar ao dos
cimentos a base de resina epoxi, no que diz respeito a capacidade de vedamento e
resisténcia a infiltracdo bacteriana [62]. Algumas formulacdes, como o0 MTA, também
podem apresentar um tempo de presa relativamente lento, dificultando sua
manipulagdo em certos procedimentos [66]. O manuseio e manipulacdo dos
bioceramicos também pode ser desafiador e sua aplicacdo no sistema de canais
radiculares de forma correta é mais dificil em decorréncia da sua viscosidade, o que
pode exigir maior habilidade do dentista [66]. Outra preocupacao € com a variabilidade
nas propriedades mecanicas das diferentes formulagdes de cimentos bioceramicos
disponiveis no mercado atual, o que pode afetar seu desempenho clinico [66]. Por
exemplo, enquanto alguns materiais exibem excelente resisténcia a compressao,
outros podem néo ser capaz de suportar 0 mesmo nivel de estresse, resultando em
falhas potenciais em diferentes cenarios clinicos [66]. Além disso, ha relatos na
literatura sugerindo que a degradacéo e a desintegracdo de cimentos bioceramicos
ao longo do tempo podem levar a micro infiltracédo, prejudicando sua eficacia a longo

prazo [67].

1.2.7 Cimento AH Plus Bioceramico

O cimento AHP-BIO é um cimento contemporaneo para uso em endodontia
como um selador de canais radiculares, sendo uma evolugéo do tradicional cimento
AH Plus, com a adicdo de componentes bioativos que objetivam melhorar suas
propriedades bioldgicas [37]. O AHP-BIO é um cimento bioceramico pré-misturado
composto principalmente por diéxido de zirconia (50-70%) como radiopacificador e
silicato tricalcico (10-15%) como componente bioativo que foi desenvolvido para
aprimorar os resultados clinicos com a combinacgao das propriedades bioativas de um
bioceramico com as vantagens de um cimento pré-misturado [37,68,69].
Diferentemente de outros bioceramicos disponiveis no mercado, o AHP-BIO possui
uma baixa proporcéo de silicatos de calcio em sua composi¢cao, ndo apresentando

silicato dicalcico, e apresenta em sua formulacéo dimetilsulfoxido (DMSO) e tracos de
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carbonato de litio, 0 que néo é conhecido de outros bioceramicos [42,70]. A presenca
de silicato de calcio, que € conhecido por seu potencial bioativo e capacidade de
liberar ions célcio e hidroxila apés hidratacdo, garante ao AHP-BIO a capacidade de
promover a mineralizacdo além de aumentar a sua capacidade de selamento [38,39].
A incorporacao de vidro bioativo e outros componentes como zircénia contribui para
sua resisténcia mecanica e biocompatibilidade, diferenciando esse cimento dos
cimentos tradicionais a base de resina epoxi como o AH Plus original [38].

As propriedades fisico-quimicas do AHP-BIO s&do destacadas pela
apresentacao de baixa solubilidade, expanséo controlada apés presa, radiopacidade,
capacidade de liberacdo de ions célcio e inducéo a formacédo de tecido mineralizado,
propriedades que séo criticas para seu desempenho clinico [28]. Pesquisas recentes
avaliaram o comportamento do cimento AHP-BIO. Em estudos in vitro, foi comprovado
gue esse cimento possui uma acdo antimicrobiana moderada com capacidade de
inibir o crescimento de algumas espécies bacterianas relacionadas a infeccéo
persistente dos canais radiculares, como Enterococcus faecalis [28]. Além disso, sua
biocompatibilidade foi comprovada em estudos que demonstraram que o AHP-BIO
favorece a proliferacdo de células osteoblasticas e a formacéao de tecido mineralizado
[40]. Entretanto, outros estudos indicam que o AHPB tem desempenho comparavel
aos cimentos tradicionais a base de resina em termos de dor pés-operatoria [71]. O
AHP-BIO representa um avanco significativo se comparado ao seu antecessor AH
Plus. Porém, apesar dos beneficios apresentados, ainda ha necessidade de mais
estudos, incluindo estudos clinicos de longo prazo para corroborar com os dados

obtidos nos estudos in vitro, sobretudo devido suas notérias diferencas de formulacéo.

1.2.8 Osteoclastogénese: Mecanismos e Relevancia

A osteoclastogénese € o processo de formacdo de osteoclastos (células
multinucleadas responsaveis pela reabsorcdo O0ssea) a partir de precursores de
monaocitos/macréfagos [72]. Este processo é fundamental para a remodelacdo 6ssea
e reparacao tecidual, principalmente no tratamento endodontico, onde a salde 0ssea
é fundamental para o sucesso do tratamento e para a cicatrizacdo dos tecidos
periapicais [73]. O processo de osteoclastogénese € regulado principalmente pelo
receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANK) e seu ligante RANKL [74]. O
RANKL é produzido por osteoblastos e ostedcitos e se liga ao RANK na superficie dos

27



precursores dos osteoclastos, desencadeando uma série de eventos de sinalizacéo
gue objetivam promover sua diferenciacédo em osteoclastos maduros [72]. Essa via de
sinalizacao inclui diversos fatores de transcricdo importantes, como o fator nuclear de
células T ativadas 1 (NFATcl), considerado o regulador mestre da diferenciacdo
osteoclastica [75]. Também €& essencial a presenca do fator estimulador de colénias
de macrdéfagos (M-CSF), pois auxilia na proliferacao e sobrevivéncia dos precursores
de osteoclastos [76]. O equilibrio entre 0 RANKL e seu receptor antagonista
osteoprotegerina (OPG) é fundamental, pois um aumento na propor¢cao de RANKL em
relacdo ao OPG pode intensificar a osteoclastogénese, resultando em maior
reabsorcdo O6ssea [74]. No contexto endodontico, controlar esse equilibrio é
importante para evitar a perda 0ssea excessiva durante as respostas inflamatoérias
[74]. Durante a osteoclastogénese, as células precursoras mononucleares sofrem
fusdo celular para formar osteoclastos multinucleados, este processo de fusdo é
facilitado por proteinas como a proteina transmembrana especifica de células
dendriticas (DC-STAMP), que é critica para o sucesso da formacao de osteoclastos
[77]. A regulagéo deste processo é complexa e pode ser afetada por uma variedade
de citocinas e fatores ambientais, por exemplo, foi demonstrado em um estudo que a
interleucina-3 (IL-3) promove o desenvolvimento de células progenitoras de
osteoclastos enquanto inibe o processo osteoclastogénico, sugerindo um papel duplo
na osteoclastogénese [78]. Na remodelacdo O0ssea e na reparacao tecidual, os
osteoclastos desempenham um papel fundamental ao reabsorver o osso danificado
ou necrotico, criando assim um ambiente adequado para os osteoblastos depositarem
nova matriz 6ssea [79]. Esta acdo coordenada é essencial para manter a homeostase
O0ssea e promover 0 processo de cicatrizacdo ap6s procedimentos odontolégicos
como extracdo dentaria ou tratamento endodontico [80]. O equilibrio entre a atividade
dos osteoclastos e dos osteoblastos é critico, um desequilibrio pode levar a condi¢cbes
patologicas levando a reabsorcdo 6ssea excessiva [80].

Na endodontia, a osteoclastogénese é frequentemente desencadeada por
mediadores inflamatorios liberados em resposta a infec¢cdes, como aquelas
provocadas por bactérias, como o Enterococcus faecalis, comumente associada a
falhas endodonticas [73,81]. A presenca de citocinas pro-inflamatorias, como a
interleucina-1 (IL-1) e o TNF-a, pode estimular a diferenciacédo e atividade dos
osteoclastos, promovendo a reabsorcdo éssea nas areas periapicais [82]. Esse

processo pode levar a formagédo de lesdes periapicais, caracterizadas pela perda
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O0ssea ao redor das raizes dentarias, 0 que pode comprometer o sucesso do
tratamento [73,81]. A saude dos tecidos da regido periapical esta intimamente ligada
a atividade dos osteoclastos, por exemplo, citocinas inflamatérias presentes em
lesdes periapicais pode estimular a osteoclastogénese, levando a perda 6ssea ao
redor das raizes dentarias [83]. Por outro lado, o tratamento endodéntico eficaz visa
eliminar a infeccdo e inflamacédo, além de restaurar as funcbes normais dos
osteoclastos e osteoblastos, que sdo essenciais para 0 sucesso da cicatrizacao e
regeneracao 6ssea [84]. A importancia da osteoclastogénese abrange também as
estratégias de tratamento em endodontia, um exemplo disso é o uso de hidréxido de
calcio na terapia endodontica, que mostrou ser capaz de inibir a atividade
osteoclastica, interrompendo a reabsorcao radicular e favorecendo o reparo tecidual
[85]. Assim, a osteoclastogénese desempenha um papel importante na endodontia,
onda a formacao e a atividade dos osteoclastos sdo reguladas de forma complexa por
uma série de fatores, como citocinas e diferentes vias de sinalizacdo. Portanto,
compreender esses mecanismos é fundamental para desenvolver estratégias

eficazes que promovam a regeneracao e preservem a saude 0ssea.

1.2.9 Interacdo entre Cimentos Bioceramicos e Osteoclastogénese

A interacdo dos cimentos biocerdmicos com o0s osteoclastos € complexa,
envolvendo tanto a inibicdo da osteoclastogénese quanto o estimulo a diferenciacéo
osteogénica [86]. Um dos mecanismos pelos quais esses cimentos influenciam a
atividade dos osteoclastos é a modulagcédo do pH local [86]. Estudos mostram que 0s
materiais bioceramicos apresentam um comportamento alcalino, neutralizando o
acido lactico produzido pelos osteoclastos durante a reabsorcédo 6ssea [86]. Essa
alcalinidade ndo s6 impede a dissolugdo dos componentes mineralizados, mas
também ativa a fosfatase alcalina, uma enzima essencial para a mineralizagéo [86]. A
capacidade desses materiais de manter um pH elevado pode reduzir os danos
causados pelos osteoclastos nos tecidos, criando um ambiente mais favoravel a
regeneracao 0ssea [87].

Os cimentos bioceramicos também demonstram a capacidade de inibir a
formacéo e fungéo dos osteoclastos sem apresentar citotoxicidade significativa [88].

Além disso, eles suprimem a expressao de genes relacionados aos osteoclastos e
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modulam vias de sinalizacdo envolvidas na osteoclastogénese [88]. Assim, a
exposicao prolongada a cimentos bioceramicos tende a inibir a diferenciacéo e
atividade osteoclastica [89]. Ademais, esses cimentos liberam ions, como estroncio e
calcio, que tém efeitos inibitérios sobre a osteoclastogénese [90]. O estroncio, em
particular, promove a osteogénese ao mesmo tempo que suprime a atividade dos
osteoclastos, o que resulta em melhores resultados na regeneracdo 0ssea, pois
favorece tanto a proliferacdo quanto a diferenciagédo de osteoblastos, equilibrando a
remodelacdo 6ssea [90]. Estudos in vitro mostram que 0s cimentos bioceramicos
influenciam a expressdo de importantes marcadores osteoclastogénicos. Por
exemplo, a presenca desses materiais estd associada a regulacdo negativa do
NFATc1, um regulador chave na diferenciacéo dos osteoclastos, essencial para sua
maturacdo [91,92]. Ao inibir essas vias, 0s cimentos bioceramicos podem reduzir a
reabsorcdo 0ssea, promovendo um equilibrio mais adequado entre osteogénese e
osteoclastogénese. Esses achados sdo confirmados por estudos in vivo, que mostram
que os cimentos bioceramicos nao apenas melhoram o reparo 6sseo, mas também
incentivam a diferenciagdo osteogénica [92]. Materiais como o MTA e o Biodentine
promovem a deposicdo de hidroxiapatita, um componente chave do 0sso,
favorecendo a cicatrizagcéo de lesdes periapicais [92]. O potencial regenerativo desses
materiais se deve a sua capacidade de replicar a composi¢cao mineral natural do 0sso,
proporcionando um ambiente favoravel para a atividade dos osteoblastos e inibindo a
reabsor¢cdo mediada pelos osteoclastos [93]. Contudo, uma resposta adaptativa das
células pode ocorrer ao longo do tempo, com os osteoclastos aderindo e alterando as
superficies de bioceramicos, como a hidroxiapatita e o fosfato tricélcico, o que pode
modificar suas propriedades [89,94].

Esses dados indicam que os cimentos bioceramicos podem favorecer a
cicatrizagdo 6ssea apos o tratamento endoddntico, ao modularem a atividade tanto
dos osteoblastos quanto dos osteoclastos. Assim, a interacdo dos cimentos
bioceramicos com os osteoclastos na endodontia envolve dois mecanismos principais:
a regulagédo do pH local para inibir a atividade osteoclastica e a liberagdo de ions
bioativos que promovem a osteogénese, tornando esses materiais uma ferramenta
valiosa em tratamentos que visam a regeneragao e o reparo 6sseo em particular nos
casos em que ha perda 6sseo periapical significativa. Com relagédo ao cimento AHP-
BIO, a sua biocompatibilidade e seu potencial de inducdo de mineralizacéo ja foram

avaliados anteriormente em estudo com células osteoblasticas [95]. Porém, os efeitos
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do AHP-BIO sobre células oteoclasticas e no processo de osteoclastogénese

permanecem nao explorados.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar as propriedades quimicas e os efeitos
bioldgicos do cimento AH Plus Bioceramico na osteoclastogénese utilizando culturas

de células pré-osteoclasticas da linha celular murina RAW 264.7.

1.3.2 Objetivos Especificos

1) Mensurar o pH promovido pelo cimento AH Plus Bioceramico no meio

externo.

2) Mensurar a liberacéo de ions de calcio (Ca2+) promovida pelo cimento AH

Plus Bioceramico no meio externo.

3) Avaliar a capacidade de indugdo da formacgdo de n6dulos mineralizados do

cimento AH Plus Bioceramico em células Saos-2.

4) Avaliar a liberacdo de particulas do cimento AH Plus Biocerdmico no meio

externo.

5) Investigar a biocompatibilidade do cimento AH Plus Bioceramico por meio do
teste de atividade de enzimas desidrogenases mitocondriais (MTT) em células RAW
264.7.

6) Avaliar a proliferacéo celular de células RAW 264.7 expostas ao cimento AH

Plus Bioceramico a partir do experimento de wound healing.

7) Avaliar a atividade da enzima fosfatase acida nas células RAW 264.7

expostas ao cimento AH Plus Bioceramico.

8) Avaliar a capacidade da diferenciacdo osteoclastica das células RAW 264.7

32



guando expostas ao cimento AH Plus Bioceramico por meio do ensaio de TRAP

staining.

9) Avaliar a capacidade do cimento AH Plus Bioceramico em induzir a

expressdo de genes associados a osteoclastogénese nas células RAW 264.7.

10) Avaliar a expressdo de proteinas associadas a via Wnt nas células RAW
264.7.
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2. CAPITULO 2 - PROPRIEDADES QUIMICAS DO CIMENTO AH PLUS
BIOCERAMICO

RESUMO

Introducédo: O AH Plus Bioceramico (AHP-BIO) € um cimento bioceramico composto
principalmente por didxido de zircdnia como radiopacificador e silicato tricalcico como
componente bioativo. Diferente de outras formulacdes ele possui em sua composi¢ao
baixa proporc¢éo de silicatos de calcio, apresenta dimetilsulféxido (DMSO) e tragos de
carbonato de litio, alteracBes que podem impactar no seu efeito. Assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar as propriedades quimicas do cimento AHP-BIO e o seu
potencial de mineralizacdo em culturas de células osteoblasticas humanas (Saos-2).
Métodos: amostras do cimento foram colocadas em moldes de polipropileno (3x5mm)
e incubadas por 72 horas. Apdés o tempo de presa avaliou-se a concentracao de calcio
com o medidor de calcio portéatil LAQUAtwin Ca-11, o pH foi determinado utilizando o
equipamento Pen Type pH Meter — PH-009(l), os sélidos totais dissolvidos (TDS) foi
determinado com o equipamento TDS Meter de alcance 0-9990ppm e o potencial de
mineralizacao determinado através do ensaio de Coloracdo de nodulos de calcio por
vermelho de Alizarina (ARS). A significAncia estatistica foi estabelecida em p < 0,05.
Resultados: durante as horas iniciais de incubacdo o AHP-BIO apresentou declinio
na liberacdo de calcio, somente apés 72 horas o AHP-BIO demonstrou maior liberagéo
de célcio que o grupo controle (CT). A mineralizacdo com o ensaio ARS apés 15 dias
apresentou resultado maior para o grupo exposto de Saos-2 (~8,4) que o CT (~6,7).
Durante todas as medidas o AHP-BIO apresentou niveis de pH mais elevados (~8,3)
que o CT (~7,9). Os resultados de TDS mostraram um aumento significativo no total
de sdlidos dissolvidos a partir de 24 horas de exposicdo quando comparado ao CT.
Concluséo: O AHP-BIO apresenta propriedades quimicas satisfatorias sendo capaz
de induzir a mineralizacdo como demonstrado pelo ensaio ARS e corroborado pelo
resultado de liberacdo de ions de calcio. Ademais, a sua liberacédo de ions de calcio e
pH alcalino estdo associados a sua biocompatibilidade e bioatividade. O AHP-BIO néo
demonstrou toxidade quanto a quantidade total de soélidos dissolvidos no meio
possuindo potencial como material de primeira escolha para tratamentos
endodonticos reparadores e regenerativos.

Palavras chaves: Endodontia; propriedades quimicas; materiais de obturacdo de
canal radicular; silicato de calcio

44



ABSTRACT

Introduction: AH Plus Bioceramic (AHP-BIO) is a bioceramic sealer composed of
zirconia dioxide as a radiopacifier and tricalcium silicate as a bioactive component.
Unlike other formulations, it has a low proportion of calcium silicates and contains
dimethyl sulfoxide (DMSO) and traces of lithium carbonate, changes that may impact
its effect. Thus, the objective of the present study was to evaluate the chemical
properties of AHP-BIO sealer and its mineralization potential in human osteoblastic
cell cultures (Saos-2). Methods: sealer samples were placed in polypropylene molds
(3x5mm) and incubated for 72 hours. After the setting time, the calcium concentration
was evaluated with the portable calcium meter LAQUAtwin Ca-11, the pH was
determined using the Pen Type pH Meter - PH-009(I) equipment and the total
dissolved solids (TDS) were determined with the TDS Meter equipment with a range
of 0-9990ppm and the mineralization potential determined through the Alizarin Red S
Staining (ARS) assay. Statistical significance was set at p < 0.05. Results: During the
initial hours of incubation, AHP-BIO showed a decline in calcium release; only after 72
hours did AHPB demonstrate greater calcium release than the control group (CT).
Mineralization with the ARS test after 15 days showed a higher result for the group
exposed to Saos-2 (~8.4) than CT (~6.7). During all measurements, AHP-BIO
presented higher pH levels (~8.3) than CT (~7.9). TDS results showed a significant
increase in total dissolved solids after 24 hours of exposure when compared to CT.
Conclusion: AHP-BIO has satisfactory chemical properties and is capable of inducing
mineralization, as demonstrated by the ARS assay and corroborated by the result of
calcium ion release. Furthermore, its release of calcium ions and alkaline pH are
associated with its biocompatibility and bioactivity. AHP-BIO did not demonstrate
toxicity regarding the total amount of dissolved solids in the medium, having potential
as a first-choice material for restorative and regenerative endodontic treatments.

Keywords: Endodontics; chemical properties; root canal filling materials; calcium
silicate
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2.1 INTRODUCAO

Os procedimentos de obturacdo na endodontia sdo essenciais para obtencéo
de selamento do sistema de canais radiculares a fim de prevenir a proliferacao
bacteriana [1]. Assim, o0 reparo de apices abertos, perfuracbes radiculares e
reabsorcdes radiculares demonstram um desafio, devido a dificuldade de realizar tal
selamento e por demandar a formacdo de tecido mineralizado para completa
reparacgéo da regido [2]. Uma das causas de insucesso mais comuns esté relacionada
a uma falha decorrente de um selamento inadequado do sistema de canais radiculares
[3]. Assim, a escolha de um material adequado para obturacdo e um material
adequado para reparo radicular contribui para o sucesso a longo prazo dos
tratamentos endodonticos [4-6].

Uma das propriedades desejaveis dos cimentos endodonticos € a
biocompatibilidade que, segundo a Organizacéo Internacional de Padronizacéo (1SO)
1942, refere-se em odontologia a um material que ndo cause efeitos adversos, locais
ou sistémicos, quando em contato a tecido vital promovendo a melhor resposta do
hospedeiro [7]. As interacBes biolégicas entre os cimentos endodénticos e o tecido
perirradicular sdo importantes para assegurar a biocompatibilidade desses materiais
[4]. As relacdes bioldgicas entre o cimento endoddntico e o tecido perirradicular podem
ser classificadas em direta, quando o cimento entra em contato com esse tecido, e
indireta, através da liberacéo de ions e produtos quimicos do cimento [4,8,9]. Sendo
que as propriedades e a composicdo do cimento endodéntico influenciam suas
interacBes com o tecido perirradicular podendo gerar citotoxicidade, irritacao do tecido
e resposta inflamatéria ou promover cura e regeneracao tecidual, afetando assim o
resultado do tratamento endoddntico [10,11].

Nesse contexto, os cimentos a base de silicato de célcio (CSSs) ganharam
relevancia na comunidade cientifica devido sua maior biocompatibilidade e
bioatividade [12,13]. Os CSSs sdo um subgrupo de materiais dentarios que
apresentam proporc¢des variadas de calcio e silicatos em sua composic¢éo e liberam
hidroxido de célcio como subproduto [14]. CSSs sédo materiais hidraulicos que tomam
presa na presenca de umidade, apresentam pH alcalino e liberam calcio, levando a
deposicdo de uma camada de apatita, 0 que pode explicar sua biocompatibilidade e
bioatividade [15,16]. Devido a estas caracteristicas, esses materiais exibem um efeito

antibacteriano a longo prazo e promovem reparacao do tecido perirradicular por meio
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da formacéo de tecido mineralizado [7,17]. Os CSSs podem ser utilizados em uma
grande gama de tratamentos endodonticos, sua biocompatibilidade, vantajosa
atividade antibacteriana e propriedades fisico-quimicas fazem dos CSSs a principal
escolha em alguns tratamentos endoddnticos especificos [18]. Diferentes formas de
CSSs foram introduzidas no mercado, apresentacédo como poé-liquido e produtos pré-
misturados [7]. Recentemente, diversas marcas comerciais disponibilizaram CSSs
pré-misturados devido sua facilidade de aplicacdo nos canais radiculares, que
diferente de outras formulacdes, esses materiais prontos para uso nao requerem
mistura, atingindo presa na presenca de umidade [8,19].

Um relativamente novo CSSs disponibilizado no mercado é o AH Plus
Bioceramico (AHP-BIO; Dentsply Sirona, Ballaigues, Switzerland). O AHP-BIO € um
cimento bioceramico pré-misturado composto principalmente por diéxido de zirconia
(50-70%) como radiopacificador e silicato tricalcico (10-15%) como componente
bioativo que foi desenvolvido para aprimorar os resultados clinicos com a combinacao
das propriedades bioativas de um bioceramico com as vantagens de um cimento pré-
misturado [19-21]. De acordo com informagdes do fabricante, o AHP-BIO apresenta
capacidade de selamento superior; biocompatibilidade; atividade antimicrobiana;
propriedades fisicas excelentes; alta resisténcia a lavagem; e ndo descolore o dente
[4,15,22]. Diferentemente de outros bioceramicos disponiveis no mercado, o AHP-BIO
possui uma baixa proporcdo de silicatos de calcio em sua composi¢cdo, nao
apresentando silicato dicélcico, e apresenta em sua formulacdo dimetilsulfoxido
(DMSO) e tracos de carbonato de litio, 0 que nédo é conhecido de outros CSSs [22,23].

Apesar de os cimentos endodobnticos serem desenvolvidos para permanecer
dentro do sistema de canal radicular, por serem materiais fluidos eles podem ser
forcados para o tecido perirradicular sem intencéo através de canais acessorios e do
forame apical [7,24,25]. Esses cimentos em contato com os fluidos dos tecidos podem
dissolver levando a liberacéo de seus componentes no organismo [7]. Para assegurar
a biocompatibilidade é importante utilizar materiais com minimo efeito toxico nos
tecidos circundantes, assim, testes laboratoriais e estudos clinicos sdo importantes
para avaliacdo dos CSSs e para assegurar 0 seu uso seguro na odontologia [4].
Variagbes na composicdo de um material pode levar a diferencas em suas
caracteristicas e nos resultados obtidos com o seu uso [12,26]. Assim, as marcantes
diferencas em composicdo do AHP-BIO podem afetar positivamente ou

negativamente os resultados obtidos com o seu uso. Tendo isso em vista 0 presente
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estudo objetivou avaliar as propriedades quimicas do AHP-BIO e o seu potencial de

mineralizacdo em culturas de células osteoblasticas humanas (Saos-2).

2.2 METODOLOGIA

Preparacédo do Bioceramico

O cimento AHP-BIO foi preparado de acordo com as recomendacdes do
fabricante. As amostras do cimento foram colocadas em moldes de polipropileno
(3x5mm) e incubadas por 72 horas a 37 °C, 95% de umidade e 5% de CO2. Apés a
presa, as amostras foram acomodadas em dispositivos transwell com membranas

permeaveis de 0,4 um (Corning) para exposi¢cao de acordo com cada experimento.

Medicao de ions de calcio (Ca2+)

ApoOs 72 horas de presa, as amostras foram incubadas em placas de 12 poc¢os
(Corning) contendo 1,5 mL de Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) a 37 °C,
95% de umidade e 5% de CO2. O grupo controle (CT) foi composto por 1,5 mL de
DMEM. A concentracdo de calcio foi determinada em partes por milhdo (ppm) com o
medidor de calcio portatii LAQUAtwin Ca-11 (HORIBA, Sdo Paulo, SP, Brasil).
Coletamos 500 uL do meio e inserimos no equipamento para medicdoem 1, 3, 24, 72
e 96 horas. Cada medicao e calibracao do dispositivo seguiram as recomendagdes do
fabricante. O experimento foi repetido trés vezes de forma independente (n=9/grupo).

Coloracdo de nédulos de calcio por vermelho de Alizarina (ARS)

Inicialmente células osteoblasticas humanas (Saos-2, ATCC HTB-85) foram
cultivadas como monocamadas em frascos T-75 (Corning) contendo DMEM a 37 °C,
95% de umidade e 5% de CO2. As células aderidas foram destacadas com
tripsina/EDTA (0,25%) a 37 °C por 2 minutos. As células coletadas foram colocadas
em placas de 12 pogos (Corning) na densidade de 2x10%poco e incubadas nas
mesmas condi¢cdes descritas por 24 horas antes da exposicdo ao material. Em
seguida, amostras de AHPB foram acomodadas em dispositivos transwell com
membranas permeaveis de 0,4 um (Corning) para exposi¢ao a Saos-2 em meio
osteogénico.

Apoés 15 dias de exposicdo, as monocamadas celulares foram lavadas trés

vezes com 1X PBS e fixadas em formaldeido a 10% (Sigma) a temperatura ambiente

48



durante 15 min. As monocamadas foram lavadas duas vezes com agua destilada
(dH20) e em seguida foi adicionado 1 mL de ARS 2% (pH 4,1) por poco (n=9/grupo).
Incubamos as placas em temperatura ambiente por 20 min para coloragéo. Depois
disso, os pocos foram lavados cinco vezes com 2 mL de dH20O. Os nddulos corados
foram observados microscopicamente e fotografados (Zeiss Axiovert 100, Alemanha,
Jena) com ampliagdo de 20x. Para quantificagcdo do ARS foi adicionado 800 pL de
acido acético a 10% a cada poco de uma placa de 6 pocos e incubado a temperatura
ambiente durante 30 minutos com agitacéo, as células foram coletadas e transferidas
em acido acético a 10% para um tubo de micro centrifuga de 1,5 mL para vOrtex por
30 segundos, as amostras foram aquecidas exatamente a 85 °C durante 10 minutos
seguido por incubacdo em gelo durante 5 minutos, os tubos foram centrifugados a
20.000 g durante 15 minutos e 500 pyL do sobrenadante foi transferido para um novo
tubo, foi adicionado 200 uL de hidréxido de amdnio a 10% para neutralizar o acido, foi
feito aliquota de 150 uL por pogo das amostras e padrao em triplicatas em uma placa

de 96 pocos (Corning) e a absorbancia foi lida a 405 nm com um leitor de placas.

Medicéao do pH

O pH alcalino favorece o processo de reparo e € condicdo essencial para um
cimento obturador. Para a determinacéo do pH foi utilizado o equipamento Pen Type
pH Meter — PH-009(I)A (Mold & Bacteria Laboratories Store - Mississauga, Canada)
nos intervalos de 1, 3, 24, 72 e 96 horas. Foram utilizadas as mesmas placas ja
preparadas para a medicdo de ions calcio e os experimentos foram realizados de
forma simultanea. O equipamento foi inserido em cada poco até que o sensor ficasse
completamente submerso. Foram feitas 3 medidas em cada poco. Entre cada

medicao, o sensor foi limpo com agua destilada e seco com papel absorvente.

Solidos Totais Dissolvidos

Os sodlidos totais dissolvidos (TDS) sdo geralmente compostos por sais
inorganicos (como cloreto, céalcio, magnésio, potassio, sédio, bicarbonatos e sulfatos)
e matérias organicas dissolvidas, e seu excesso pode ser toxico a muitas formas de
vida [27]. Para sua mensuracdo, apés 24h de presa, amostras dos cimentos foram
colocadas separadamente em uma placa de 12 pocos (Corning, Union City, CA, USA)
contendo 2 mL de meio de cultura (DMEM) e mantidos em incubadora a 37 °C, 95%

de umidade e 5% CO2. O TDS em cada poc¢o foi determinado com o0 equipamento
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TDS Meter de alcance 0-9990ppm (Chihiros Aquatic Studio, Ningbo, Zhejiang, China)
nos intervalos de Oh, 1h, 3h, 24h, 72h e 96h. Foram realizadas triplicatas de cada
amostra e realizadas 3 medi¢cdes em cada poc¢o. O experimento foi repetido duas
vezes de forma independente (n=18/grupo). Para mensuragcdo, o0 sensor do
equipamento foi introduzido em cada poco até que fosse notada a estabilizacdo da
medida. Apds cada mensuracédo, o sensor foi limpo com 1 mL de agua destilada e em

seguida seco com papel absorvente e o resultado expresso em ppm.

Andlise Estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para confirmar a normalidade na
distribuicdo dos dados e o teste t de Student (p<0.05) foi utilizado para comparacéo
das amostras independentes com distribuicdo normal, nos casos de ndo normalidade
foi realizado o teste U de Mann-Whitney. Todas as andlises em cada experimento

foram baseadas nos resultados de trés testes independentes.

2.3 RESULTADOS

Liberacédo de calcio

A liberacéo de ions de calcio do grupo AHP-BIO foi significativamente menor
que o grupo CT em 1 hora (83,33 ppm e 97,33 ppm) (FIG.01). Em 24 horas, ambos
os grupos AHP-BIO e CT apresentaram quantidades semelhantes de liberacédo de
ions de calcio (97 ppm e 98,33 ppm), seguido por um aumento significativo no grupo
AHP-BIO (174 ppm) em 72 horas comparado ao CT (92,58 ppm).
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Figura 1: Concentragdes de célcio (Ca2+, ppm) no meio de cultura (DMEM) apds incubagédo do cimento
por 0, 1, 3, 24, 72 e 96 horas. Os dados séo apresentados como média + DP; Teste t-Student. *p<0.001
AHP-BIO versus CT.

Ensaio de mineralizacao

O potencial de mineralizacdo das células Saos-2 exposta ao AHP-BIO foi
verificada utilizando o ensaio de coloracdo vermelha de alizarina (ARS) e comparado
ao do grupo controle. Apés 15 dias com as culturas celulares em meio osteogénico,
as células Saos-2 apresentaram nodulos intensos de ARS em ambos os grupos, com
aumento significativo no grupo AHP-BIO, com concentracdo de 8,48 mM de célcio,

guando comparado ao CT, concentracao de 6,77 mM de célcio (FIG.02).
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Figura 2: Resultado Alizarin Red S Staining para verificacdo da mineralizagdo em culturas de Saos2
ndo expostas (CT) e expostas ao AH Plus Bioceramico (AHP-BIO) como marcador tardio de
diferenciagdo osteoblastica apés 15 dias de exposi¢do. Os dados séo apresentados como média + DP;
Teste t-Student. *p<0.001 AHP-BIO versus CT.

Anédlise de pH
O pH do cimento testado foi alcalino em todos os tempos experimentais,
atingindo o pico de pH em 3 h (8,33), seguido de decréscimo em 24h e novo pico em

72h (8,31), mantendo-se sempre mais alcalino que o grupo controle (FIG.03).
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Figura 3: Mensuracao do pH do meio de cultura (DMEM) ap0s incubagao do cimento por 0, 1, 3, 24,
72 e 96 horas. Os dados séo apresentados como média + DP; Teste t-Student. *p<0.001 AHP-BIO
versus CT.
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Solidos Totais Dissolvidos (TDS)

O total de solidos dissolvidos no meio do grupo AHP-BIO manteve-se
semelhante ao do grupo CT até o tempo de 3 horas (~264 ppm), seguido de um
acréscimo significativo do AHP-BIO (293 ppm) em 24h comparado ao CT (260,9 ppm)

(FIG.04). Tal acréscimo manteve-se nos tempos experimentais de 72 e 92 horas.
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Figura 4: Mensuracgdo de total de sélidos dissolvidos em meio de cultura (DMEM) apés incubagéo do
cimento por 0, 1, 3, 24 e 72 e 96 horas. Os dados sdo apresentados como média = DP; Teste t-Student.
*p<0.001 AHP-BIO versus CT.

2.4 DISCUSSAO

As caracteristicas quimicas e biologicas de um cimento endoddntico estdo
associadas ao seu resultado clinico, assim, compreender essas propriedades é
importante para escolha do material adequado [15,28]. Atualmente inGmeros materiais
a base de silicato de célcio estdo a disposicdo no mercado [18,29]. Portanto, é
importante avaliar as caracteristicas dos materiais que surgem no mercado, que
muitas vezes sao liberados para comercializacdo com poucos estudos realizados, a
fim de confirmar sua eficacia e ajudar o clinico na escolha do material mais adequado
para os diferentes desafios clinicos da endodontia. O AHP-BIO é um novo cimento

pré-misturado a base de silicato de céalcio que possui marcantes diferencas na sua
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formulacdo, quando comparado a outros cimentos de mesma classificacédo [22,23].
Normalmente os CSSs apresentam uma alta porcentagem de silicatos de célcio,
diferente do AHP-BIO que apresenta apenas 5-15% de silicato de célcio em sua
composi¢do [18,21]. Além disso, houve acréscimo de dimetilsulfoxido (DMSO) e de
carbonato de litio em sua formulacédo, também nunca vistos em outras formulacdes
de CSSs [22,23]. A composicdo do material afeta diretamente o seu efeito [26] e por
esses motivos o0 AHP-BIO pode ter efeitos divergentes dos materiais ja consolidados
no mercado. Esse estudo avaliou, in vitro, as propriedades quimicas do AHP-BIO e
seu potencial de mineralizacdo em culturas de Saos-2.

A liberacdo de ions de célcio pelo cimento endodbéntico € de extrema
importancia pois esta ligada ao aumento da sua bioatividade e biocompatibilidade
[22,30]. O AHP-BIO apresentou aumento significativo na liberacéo de ions de calcio a
partir de 72 horas de incubacdo quando comparado ao CT, nossa hipbtese é que
ocorreu um sequestro inicial de calcio do meio para posterior liberacdo. Zamparini et
al, avaliou o potencial de liberacao de céalcio do AHP-BIO, demonstrando alta liberagéo
cumulativa, apesar da baixa quantidade de silicatos de célcio em sua composicao,
corroborando com nossos resultados [19].

A liberacdo de ions de calcio pelo cimento endodbéntico melhora sua
bioatividade e biocompatibilidade, demonstrando ser um fator importante na
regeneracao dos tecidos periapicais [15,31]. Estudos anteriores ja comprovaram a
biocompatibilidade do AHP-BIO com células do ligamento periodontal [4,8,12,15].
Além disso, os ions de calcio sao fortes sinais extracelulares para células associadas
a mineralizacdo, como os osteoblastos, demonstrando a importancia de sua liberacéo
como propriedade de materiais que precisam selar o espaco periapical principalmente
em regides com defeitos 0sseos extensos [19,32].

A mineralizacdo é extensamente estudada nos processos de reparagdo de
tecidos como o 0sso, sendo também um indicativo da diferenciagdo osteoblastica [4].
Estudos anteriores ja sugeriram o potencial dos CSSs de aumentar a atividade
osteogénica, indicando ser componente ideal dos cimentos endodonticos seladores
[4,33]. Nossos resultados demonstraram que o AHP-BIO foi capaz de induzir a
mineralizacdo de Saos-2, com um aumento dessa capacidade, mesmo estas células
ja sendo capazes de inducédo da mineralizagdo em meio osteogénico. Isso coincide
com estudos anteriores que demonstraram a capacidade de inducéo da mineralizacao

do AHP-BIO utilizando o ensaio de coloracéo vermelha de alizarina (ARS) [4,12]. Além
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de corroborar com os resultados obtidos na mensuracdo de ions de célcio, onde a
quantidade de liberacdo de ions de calcio € compativel com a maior formacao de
ndédulos mineralizados no grupo AHP-BIO no ensaio ARS.

O pH alcalino causado pelos cimentos endoddnticos favorece o processo de
reparo e € condicdo essencial para um cimento obturador, estando associado a
biocompatibilidade e ao potencial osteogénico do cimento [34]. Nesse estudo, o AHP-
BIO demonstrou pH alcalino em todos os tempos experimentais associada a uma
pequena diminuicdo ao longo do tempo. O pH alcalino do AHP-BIO também foi
demonstrado em estudos recentes [8,15,18]. O pH alcalino dos CSSs é considerado
uma vantagem por levar a formacéo de depdsitos semelhantes a apatita na superficie
do cimento apés o seu contato com a umidade proveniente do fluido corporal
formando uma forte ligacdo quimica e aumentando a bioatividade [22,35]. A
alcalinidade do cimento esta associada a mineralizacdo tecidual e inducdo da
cicatrizacao apical [23,36]. Além de possuir efeitos bacteriostaticos significativos [37].

Sabe-se que as interacdes entre as células e o biomaterial podem levar a
degeneracgéo celular, retardando o processo de cicatrizacdo, ou pode acelerar tal
processo [4,38]. Ademais, os cimentos endodbnticos devem ser biocompativeis pois
eles podem ficar em contato direto com os tecidos periradiculares ou indireto atraves
da liberacdo de subprodutos [15]. Apesar de os cimentos endodbnticos serem
desenvolvidos para permanecer dentro do sistema de canal radicular, eles podem
entrar em contato com o tecido perirradicular [7,24,25]. Esses cimentos em contato
com os fluidos dos tecidos podem dissolver levando a liberacdo de seus componentes
no organismo [7]. O teste de total de solidos dissolvidos no meio € de suma
importancia pois 0 excesso de liberacdo desses compostos pode ser tdéxico a muitas
formas de vida [27].

A concentracdo segura de TDS em meios de cultura de células é considerado
importante para manutencao da saude e da funcionalidade celular [39]. Normalmente,
o nivel de TDS abaixo de 1000 mg/L, ou 1000 ppm, é considerado seguro para as
células, pois concentracdes que excedem tal limite podem acarretar ao estresse
osmotico e a toxicidade, afetando de forma negativa a viabilidade celular e a atividade
metabdlica [39]. Tal limite estd alinhado com as recomendac¢des da Organizacdo
Mundial da Saude (OMS), que sugere niveis de TDS, na agua potavel por exemplo,
de até 1000 mg/L para garantir a seguranca e a qualidade [39]. Em aplicacdes de

cultura celular, a composicdo do TDS é crucial, pois contém diversos ions, como
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sodio, potassio, calcio, magnésio e cloreto, que desempenham papéis fundamentais
nos processos celulares [40]. E concentracfes elevadas de determinados ions podem
desestabilizar o equilibrio osmético, resultando em lise celular ou comprometimento
funcional [40]. Nossos resultados demonstraram um aumento do TDS no grupo teste
comparado ao grupo controle, porém, ambos estdo abaixo do limite considerado
seguro, sendo que o TDS méaximo do grupo AHP-BIO foi cerca de 302 ppm. Assim,
nesse contexto o AHPB pode ser considerado seguro.

O presente estudo foi realizado completamente in vitro, fato que pode ser
considerada uma limitacdo, tendo em vista que as condi¢des in vitro nao refletem
todas as condi¢cdes observadas in vivo. Levando isso em consideracdo, de acordo
com 0s nossos resultados o AHP-BIO possui propriedades quimicas satisfatérias para
um cimento bioceramico associada ao potencial de inducdo da mineralizacdo dos
osteoblastos. Apresenta liberacdo de calcio que esta associada a biocompatibilidade
e a bioatividade que € importante para a regeneracao dos tecidos periapicais, possui
pH alcalino que esta associado ao potencial osteogénico e a atividade antimicrobiana
do cimento, e possui TDS considerado seguro e nao citotoxico para as células

periapicais.

2.5 CONCLUSAO

Neste estudo, o novo cimento AH Plus Bioceramico apresentou propriedades
guimicas satisfatorias. Apresentando liberacdo de ions de calcio e pH alcalino, ambos
associados a biocompatibilidade e a bioatividade do cimento, além do potencial
bacteriostatico proveniente da alcalinidade do pH. De acordo com os resultados do
ARS, o AHP-BIO é adequado para induzir a mineralizacdo de osteoblastos da regido
periapical. Ademais nao foi considerado téxico quanto a quantidade total de sélidos
dissolvidos no meio. De maneira geral, o cimento AH Plus Bioceramico tem potencial
como material de primeira escolha para tratamentos endodénticos reparadores e

regenerativos.
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3. CAPITULO 3 - EFEITO DO CIMENTO AH PLUS BIOCERAMICO NA
OSTEOCLASTOGENESE: UM ESTUDO IN VITRO

RESUMO

Introducdo: O AH Plus Bioceramico (AHP-BIO) surgiu como uma melhoria do seu
precursor, o cimento AH Plus, que era considerado um padrdo ouro em Endodontia.
O novo AHP-BIO apresenta em sua formulacéo baixa proporcédo de silicatos de célcio
e a presenca de dimetilsulfoxido (DMSOQO) e tracos de carbonato de litio, alteracdes
gue podem impactar no seu efeito. Assim, o0 presente estudo objetivou investigar o
efeito do AHP-BIO na osteoclastogénese. Metodologia: Utilizando a linhagem celular
pré-osteoclastica RAW 264.7, foram realizados teste de viabilidade celular pelo ensaio
de MTT, proliferacdo pelo ensaio de Wound Healing e diferenciacéo osteoclastica pelo
ensaio de TRAP Staining. Além disso, verificou-se a expressao dos genes CTSK,
MMP-9 e ACP5 e a expressao de proteinas associadas a via Wnt. Os experimentos
foram realizados em triplicata e a significancia estatistica foi estabelecida em p<0,05.
Resultados: O AHP-BIO aumentou a expressdo de CTSK, MMP-9 e ACP5, genes
presentes no processo de reabsorcdo d6ssea. Observou-se também um aumento
significativo no niumero de osteoclastos multinucleados no grupo AHP-BIO, sugerindo
estimulo na diferenciacéo e atividade osteoclastica, o que foi confirmado pelo ensaio
de TRAP Staining e fosfatase acida. Ademais o AHP-BIO demonstrou inibicdo da via
Wnt com baixa expressdo das proteinas c-Myc e MMP-7. Conclusdo: O AHP-BIO
mostrou-se biocompativel com células RAW 264.7 e estimulou a expressao de genes
associados a reabsorcdo 6ssea, indicando potencial para influenciar a atividade
osteoclastica. Essa caracteristica pode ter um efeito dual, favorecendo a remodelacéo
0ssea, mas também pode ser desfavoravel em condi¢cfes que requerem a inibi¢cdo ou
controle rigoroso da osteoclastogénese, como casos com lesdes periapicais e
reabsorc¢oes radiculares internas ou externas.

Palavras-chaves: Endodontia; teste de biocompatibilidade; obturacdo de canal
radicular; osteoclastos; osteoclastogenese

62



ABSTRACT

Introduction: AH Plus Bioceramic (AHP-BIO) emerged as an improvement of its
precursor, AH Plus cement, which was considered a gold standard in Endodontics.
The new AHP-BIO has in its formulation a low proportion of calcium silicates and the
presence of dimethyl sulfoxide (DMSO) and traces of lithium carbonate, changes that
may impact its effect. Thus, the present study aimed to investigate the effect of AHP-
BIO on osteoclastogenesis. Methodology: Using the pre-osteoclastic cell line RAW
264.7, cell viability tests were performed by the MTT assay, proliferation by the Wound
Healing assay and osteoclastic differentiation by the TRAP Staining assay. In addition,
the expression of the genes CTSK, MMP-9 and ACP5 and the expression of proteins
associated with the Wnt pathway were verified. The experiments were performed in
triplicate and statistical significance was established at p<0.05. Results: AHP-BIO
increased the expression of CTSK, MMP-9 and ACP5, genes involved in the bone
resorption process. A significant increase in the number of multinucleated osteoclasts
was also observed in the AHP-BIO group, suggesting stimulation of osteoclastic
differentiation and activity, which was confirmed by the TRAP staining assay and acid
phosphatase. Furthermore, AHP-BIO demonstrated inhibition of the Wnt pathway with
low expression of c-Myc and MMP-7 proteins. Conclusion: AHP-BIO was
biocompatible with RAW 264.7 cells and stimulated the expression of genes
associated with bone resorption, indicating the potential to influence osteoclastic
activity. This characteristic may have a dual effect, favoring bone remodeling, but it
may also be unfavorable in conditions that require inhibition or strict control of
osteoclastogenesis, such as cases with periapical lesions and internal or external root
resorption.

Keywords: Endodontics; materials testing; root canal obturation; osteoclasts;
osteoclastogenesis
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3.1 INTRODUCAO

Além de propriedades de selamento adequadas, o material obturador de canais
radiculares deve estimular ou induzir o reparo dos tecidos remanescentes nos
sistemas de canais radiculares inacessiveis e na regido periapical [1]. Nesse contexto,
0s cimentos obturadores de canais radiculares evoluiram em sua composi¢do ao
longo do tempo. Atualmente, os cimentos bioceramicos emergiram como uma
inovacao significativa na estimulacdo a mineralizacao e osteogénese [2]. A literatura
demonstra uma interacdo positiva dos materiais a base de silicato de calcio com os
tecidos circundantes, contribuindo para a reparacao e regeneracao 6ssea, que € de
extrema importancia especialmente no tratamento de casos com diagnéstico de
necrose e leséao apical [3].

A busca incessante por aprimorar cada vez mais essa classe de material
denominada bioceramicos, culmina com diversas marcas de cimentos obturadores a
base de silicato de calcio, disponiveis ho mercado. Um dos cimentos bioceramicos
introduzidos recentemente no mercado € o AH Plus Bioceramico (AHP-BIO). O AH
Plus que empresta seu nome ao novo cimento, € um cimento a base de resina époxi
que inclui em sua formulagdo, tungstato de calcio e Oxido de zircbnio. Esses
componentes sao responsaveis por conferir propriedades desejaveis do cimento,
como boa adesdo a dentina, baixa solubilidade e alta radiopacidade [4,5].
Contrastando com suas excelentes propriedades fisico-quimicas, estudos prévios
verificaram que o AH Plus em sua formulacdo original ndo apresenta nenhum
potencial bioativo [6,7]. Um estudo de Silva et al. verificou que o AH Plus exibe forte
citotoxicidade logo apds a mistura [8]. Jung et al. acrescentam que, apos presa, o AH
Plus ndo induziu mineralizagao ou resposta bioativa em osteoblastos humanos [9]. O
gue também é reforcado pelo estudo de Lopez-Garcia et al., que utilizou o AH Plus
como controle para comparar com cimentos bioativos, destacando sua falta de
potencial de mineralizagdo em contraste com os materiais bioativos [10].

Assim, em busca de um cimento obturador com atividade osteogénica, foi
desenvolvido o AHP-BIO com uma formulagéo bastante diferente do AH Plus [11]. O
AHP-BIO € um cimento pré-misturado composto predominantemente por diéxido de
zirconia (50-70%), que atua como radiopacificador, e apenas 10-15% de silicato
tricalcico, que confere bioatividade [11-13] e ndo possui silicato dicalcico em sua

composicao [2]. Diferente de outros cimentos bioceramicos disponiveis, o AHP-BIO
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incorpora dimetilsulfoxido (DMSO) e tracos de carbonato de litio, componentes
ausentes em outros cimentos bioceramicos conhecidos [2,14]. Uma formulacéo
bastante interessante, uma proposta inovadora que demanda investigacdo quanto as
propriedades bioldgicas. Entretanto, a literatura até entdo se concentrou na avaliagéo
das propriedades biologicas do cimento AHP-BIO, citocompatibilidade, diferenciacao
osteogénica em células osteoblasticas e fibroblastos do ligamento periodontal. Em
estudos com células-tronco do ligamento periodontal humano (hPDLSCs), observou-
se que o AHP-BIO promoveu alta viabilidade celular, com taxas superiores a 85%,
além de estimular a diferenciacdo osteogénica por meio do aumento da expressao de
marcadores especificos, como a fosfatase alcalina (ALP) e o fator de transcricdo
RUNX2 [15]. Em outro estudo, celulas osteoblasticas humanas (Saos-2) expostas ao
cimento AHP-BIO apresentaram alta viabilidade, com taxas superiores a 90% em
todos os tempos experimentais, exibindo sua biocompatibilidade favoravel [16].
Apesar das boas propriedades biolégicas apresentadas em células formadoras
de matriz mineralizada, a remodelacdo 6ssea é um processo dinamico e complexo
gue envolve a acéo coordenada e essencial tanto de osteoblastos como osteoclastos.
A funcdo osteoclastica de reabsorcdo da matriz mineralizada permite a renovacao
continua da arquitetura 6ssea criando espaco para a deposicéo de novo osso [17,18].
Ainda mais, os osteoclastos sao capazes de liberar moléculas sinalizadoras e fatores
que estimulam a diferenciacdo e atividade dos osteoblastos para o local de
remodelacdo criando um ambiente favoravel a regeneracao 6ssea [19,20]. Ainda néo
ha estudo publicado que avalie como o AH Plus Bioceramico afeta a
osteoclastogénese. Portanto, este estudo teve por objetivo avaliar em sistema de
cultura de células RAW 264.7 o efeito do cimento AH Plus Bioceramico na

osteoclastogénese.

3.2 METODOLOGIA

Cultura RAW 264.7

As células RAW 264.7 (American Type Culture Collection, ATCC, Manassas,
VA, EUA) foram cultivadas como uma cultura em monocamada em placas de Petri
(Corning, Union City, CA, EUA) em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,
Gibco, NY, EUA), com 10% de soro fetal bovino (FBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

EUA), penicilina 100-U/mL e estreptomicina 100 pg/mL. As células foram cultivadas
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trés vezes por semana a 37 °C, umidade de 95% e CO2 a 5% com o meio de cultura
renovado a cada 2 dias. ApOs atingir confluéncia, as células foram destacadas por
acado de solucao de tripsina EDTA 0,25% (Sigma-Aldrich) e distribuidas em placas de
12 pocos (Corning, Union City, CA, EUA) a uma densidade de 2x10* por po¢o. Em
seguida, as células foram incubadas nas mesmas condi¢des descritas acima durante
24 horas, para se obter a formacdo da monocamada antes da exposicdo ao cimento
para cada experimento. Para induzir a diferenciacéo de osteoclastos, as células foram
suspensas em meio DMEM com 10% FBS, penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100
pug/mL, com adicdo de RANKL 35 ng/mL (Peprotech, Rocky Hill, CT, EUA) [21]. A
diferenciacdo de células RAW 264.7 foi acompanhada in vitro até a formacéo de
osteoclastos com 3 ou mais nucleos para realizacéo das coletas de amostras e demais
experimentos. O dia em que foi adicionada a citocina RANKL foi considerando como
dia O.

Preparo do Cimento Bioceramico

O cimento AHP-BIO foi preparado em condicdes estéreis de acordo com as
recomendacdes do fabricante. As amostras do cimento foram colocadas em moldes
de polipropileno (3x5mm) e incubadas por 72 horas a 37 °C, 95% de umidade e 5%
de CO2. Apos esse tempo de presa, as amostras foram acomodadas em dispositivos
do tipo transwell com membranas permeaveis de 0,4 ym (Corning, Union City, CA,
EUA) para exposicdo das células RAW 264.7 de acordo com cada experimento. As

células ndo expostas as amostras do cimento formaram o grupo controle positivo (CT).

Ensaio MTT

Apoés exposicao das células ao material por 24, 72 e 168 horas, o meio foi
trocado para DMEM contendo 0,55 mg/mL de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium (Sigma Chemicals, St Louis, MO, EUA ) sem SFB e as placas de
12 pocgos (Corning, Union City, CA, EUA) foram incubadas durante quatro horas
adicionais. Apds esse tempo, os cristais de formazan foram solubilizados em 500uL
de isopropanol acidificado (HCl:isopropanol, 0,04N) e 100uL das solugdes da amostra
foram transferidos para uma placa de 96 pocos (Corning, Union City, CA, EUA). A
densidade oOptica (DO) foi medida em 570 nm (ELx800, Biotek Instruments, Winooski,
VT) e o experimento foi realizado em triplicatas, repetido 3 vezes de forma

independente (n=9/grupo). O ensaio de MTT é baseado no principio de que células
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vivas possuem atividade mitocondrial estavel, assim, a porcentagem de células vivas
€ proporcional a atividade mitocondrial [22,23]. As taxas de viabilidade das células
expostas as amostras do AHP-BIO e do grupo controle foram calculadas de acordo

com a seguinte formula: taxa de viabilidade = (DO da amostra x 100)/DO do CT.

Wound Healing Assay

Ao longo do fundo de cada poco de cultura de células, aproximadamente 95%
confluentes, foi preparada uma “ferida” de 500 um de largura usando a ponta de uma
pipeta P-10 estéril. Em seguida, o meio de cultura foi renovado e colocamos o0s
transwells com amostras de AHP-BIO nas placas para exposicao celular. A cada 24
horas até 120 horas, 30 campos foram fotografados por grupo (n=30/grupo) utilizando
0 microscopio Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha). As imagens
microscopicas foram digitalizadas e a porcentagem de area coberta pelas células foi
calculada utilizando o software ImageJ 1.52K (National Institutes of Health, NIH,

Bethesda, Maryland, EUA) conforme descrito por Jonkman et al. [24].

TRAP Staining

Células RAW 264.7 foram cultivadas durante quatro dias em meio DMEM
contrendo RANKL (35 ng/mL), até quando foram observadas células em fase de
osteoclastogénese, fusionando e multinucleadas com 3 ou mais ndcleos. O meio foi
removido e as células foram lavadas com solucéo salina tamponada com fosfato (PBS
1X) trés vezes. As monocamadas de células nos pocos foram fixadas com
paraformaldeido a 4% por 15 min em temperatura ambiente e lavadas por 5 min (PBS
1X), agitando trés vezes. Em seguida, foram corados com o kit TRAP de acordo com
o protocolo do fabricante (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 90 min a 37 °C ao
abrigo da luz. Células TRAP positivas foram visualizadas e fotografadas utilizando o
microscopio Axio Observer Z1 com objetiva de 20X (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).
Vinte campos por grupo foram fotografados (contagem total, n=20 fotos por grupo) e
as imagens digitalizadas no software ImageJ (NIH). A mesma configuracdo de
equilibrio de cores, brilho e contraste foi ajustada para cada imagem. As células
contendo trés ou mais nucleos foram consideradas osteoclastos. O numero de células
osteoclasticas positivas para TRAP foi contado (contagem total, n=300 células por

grupo), bem como, a média do nimero de nudcleos por células multinucleadas foi
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calculado e registrado para cada grupo [21].

Avaliacdo da Atividade de Fosfatase Acida

Apés quatro dias de exposicdo ao cimento AHP-BIO em condicbes de
diferenciacéo celular, a atividade de fosfatase acida foi avaliada com o kit Fosfatase
Acida (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). Inicialmente, as células foram lavadas com
tampéao fosfato (PBS 1X) e imersas em 1 mL de SDS 0,5% (Dodecilsulfato de sédio,
SDS, Sigma Chemicals, St Louis, MO) por 30 min em temperatura ambiente sem
agitacdo. Em seguida, as amostras foram acidificadas com acido acético para uma
concentracéo final de 0,2% (V/V). Aliguotas de 50 pyL de cada amostra (AHP-BIO e
CT) foram adicionadas ao substrato e incubadas em banho-maria a 37°C por 30
minutos, seguindo as instru¢des do fabricante. O principio do teste se da pela acao
da fosfatase acida da amostra sobre o substrato de timolftaleina monofosfato, seguida
da adicdo de alcali que inibe a acdo enzimatica e converte a timolftaleina liberada na
sua forma azul, que é medida colorimetricamente a 590 nm (ELx800, Biotek
Instruments). O célculo de fosfatase &acida foi dado pela seguinte férmula:

Abs. do teste — Abs. do controle

— - x3 e o resultado foi expresso como U/L. Repetimos o
Absorbancia do padrao

experimento em triplicatas de forma independente (n=9/grupo).

PCR em tempo real (QPCR)

Apos 96 horas de exposicdo ao AHP-BIO, em diferenciacdo por adicdo de
RANKL 35 ng/mL, as células foram coletadas em TRIzol (Termo Fisher Scientifc,
Waltham, Massachusetts, EUA). O mesmo procedimento foi realizado para o grupo
controle (CT, células em diferenciacdo, ndo expostas ao cimento). O RNA total foi
extraido de acordo com as instrugcbes do fabricante do TRIzol (Thermo Fisher
Scientifc, Waltham, Massachusetts, EUA). A fracdo proteica foi reservada para o
experimento de western blotting. De cada amostra, 2 uyg de RNA foram transcritos
reversamente em cDNA (QuantiTect Kit, Qiagen, Hilden, Alemanha) e usados como
molde para PCR em tempo real (QPCR) para avaliar os marcadores de catepsina k
(CTSK), matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) e fosfatase acida resistente ao tartarato
(ACP5). A beta actina (B-ACTIN) foi o gene de referéncia. As reagdes foram realizadas
em um sistema Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Alemanha) e incluiram SYBR-Green
PCR Master Mix 1X (Bio-Rad, Hercules, California, EUA), 100 ng de cDNA e 0,25 uM
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de cada primer forward e reverse (Exxtend, Paulinia, SP, Brasil) em volume final de
25 pL. Condicdes do ciclo térmico: 95 °C por 5 min, 40 ciclos de desnaturacéo a 95°C
por 5s e priming, sintese mais leitura de fluorescéncia a 60 °C por 15s [25]. O célculo
do fold de expressao seguiu 0 método AACt (fold= 2-(4aCt £ stdv)) (n=6/grupo). O primer

forward e o primer reverso de cada gene estao descritos na tabela 1 (TABELAOL).

Tabela 1: Sequéncias de primers forward e reverse utilizados para gPCR

Gene N° de Forward Primer Reverse Primer
Referéncia

CTSK NM_007802 5- s
CTGAAGATGCTTTCCCATATGT | GCAGGCGTTGTTCTTATTCCG
GGG-3 AGC-3

MMP-9 BC046991 5- 5-
CGAGTGGACGCGACCGTAGTT | CAGGCTTAGAGCCACGACCAT
GG-3 ACAG-3

ACP5 BC029644 5- 5-
ACACAGTGATGCTGTGTGGCA | CCAGAGGCTTCCACATATATG
ACTC-3 ATGG-3

B-ACTIN | NM_007393 5- 5-
GAAGAGCTATGAGCTGCCTG-3 | CACAGAGTACTTGCGCTCAG-3

Western blotting

Apés inducédo da osteoclastogenese, as células RAW 264.7 do grupo AHP-BIO
e CT foram coletadas em TRIzol (Termo Fisher Scientifc, Waltham, Massachusetts,
EUA) para os experimentos de gPCR e Western blotting. A extracdo de proteinas foi
realizada utilizando o protocolo do fabricante, que envolve a lise celular em TRIzol
(Thermo Fisher Scientifc, Waltham, Massachusetts, EUA), seguida da adicdo de
etanol para separar a fase aquosa (RNA) da fase intermediaria e organica (DNA e
proteinas). As proteinas foram precipitadas da fase organica utilizando isopropanol,
lavadas com etanol e redissolvidas em solugcdo SDS 1%. Em seguida foi realizada a
quantificacdo das proteinas utilizando o0 equipamento NanoDrop 2000c
Spectrophotometers (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). Para
isso, 0 equipamento foi calibrado com o tampéo utilizado no preparo das amostras,
seguido da aplicacao de 1-2 pL de cada amostra no pedestal, com a leitura imediata
da concentracdo de proteinas. Apos cada leitura, o pedestal foi higienizado com papel
de laboratério umedecido para evitar contaminacdes entre as amostras. ApoOs
quantificacdo, as amostras foram suspensas em tampao SDS-PAGE e
aproximadamente 15 ug de proteinas totais de cada amostra foram aplicados a um

gel de poliacrilamida a 10%. As proteinas foram separadas por eletroforese utilizando
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0 equipamento Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
Em seguida, as proteinas separadas no gel foram transferidas para membrana de
nitrocelulose (GE Healthcare Technologies, Chicago, IL, EUA) utilizando o
equipamento Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Apds a transferéncia foi realizado o bloqueio da
membrana com incubacédo em 25 mL de tamp&o de bloqueio por 1 hora e em seguida
as membranas foram entdo incubadas a 4 °C durante a noite com 0s seguintes
anticorpos primarios: proto-oncogene myc (c-Myc — anticorpo monoclonal de coelho —
NR: D84C12), matrix metalloproteinase-7 (MMP-7 — anticorpo monoclonal de coelho
— NR: D4H5), e beta actina (B-ACTIN — anticorpo monoclonal de coelho — NR: 13E5)
(1:1000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA). Apds as membranas terem
sido lavadas com solugao salina tamponada com Tris contendo Tween 20 (1% v/v),
eles foram incubados em temperatura ambiente por 1 h com um anticorpo secundario
Anti-rabbit IgG de coelho marcado com peroxidase de raiz-forte (1:1000, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, EUA). Para deteccdo de proteinas a membrana foi
incubada com 10 mL de SignalFire (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA)
por 1 minuto, o excesso de solucdo foi removido as membranas foram envoltas por
filme plastico. As membranas foram analisadas e as imagens digitalizadas usando o
analisador de imagem ImageQuant LAS 4000 Iuminscent (GE Healthcare
Technologies, Chicago, IL, EUA) [26].

Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram exportados para planilhas Excel (Microsoft Office 365,
Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) e submetidos a andlise estatistica. Todas
as condicoes experimentais foram realizadas em triplicatas independentes. Os dados
foram expressos como média = desvio-padrdo (DP). O teste de Shapiro-Wilk foi
utilizado para confirmar a normalidade na distribuicdo dos dados e o teste t de Student
foi utilizado para comparacéo das amostras independentes do grupo AHP-BIO e CT,
nos casos de ndo normalidade foi realizado o teste U de Mann-Whitney. O calculo do
tamanho da amostra foi estabelecido usando as médias e a variancia dentro do grupo
com base nos resultados de outro estudo [21], com forca de 80% e alfa de 5%,
considerando o teste t de Student. As diferencas entre os grupos foram analisadas
utilizando o mesmo teste, com p < 0,05 considerado significativo. O programa

estatistico utilizado foi o Jamovi 2.5 (The Jamovi Project, Sydney, Australia).
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3.3 RESULTADOS

Viabilidade Celular

As células RAW 264.7 expostas ao AHP-BIO apresentaram taxa de viabilidade
celular significativamente mais baixa nas primeiras 24h (~75%) quando comparada
ao grupo controle (~100%) (FIG.01). Nos tempos experimentais seguintes a taxa de
viabilidade do grupo AHP-BIO foi similar as taxas de viabilidade celular do grupo

controle ~97% e ~95% em 72h e 168h horas de exposicao, respectivamente.

Teste de Viabilidade Celular (MTT) - RAW 264.7
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Figura 1: Gréfico de viabilidade celular de RAW 264.7. Células nao expostas a nenhum material (CT)
e expostas ao AH Plus Bioceramico (AHP-BIO) nos tempos experimentais de 24h, 72h e 168h. Os
dados sédo apresentados como média + DP; Teste t-Student. *p<0.001, AHP-BIO versus CT.

Migracao Celular

As células RAW 264.7 do grupo AHP-BIO apresentaram percentual de areas
de ferida com espacos abertos mais alto do que o grupo controle em todos os tempos
experimentais, demonstrando menor percentual de area de migracdo coberta por
células, com auséncia de fechamento da area de ferida no tempo final de 120h (~47%
de area fechada) comparado ao controle (~100% de area fechada) (FIG.02A). Apesar
dos espacos das feridas ndo estarem completamente fechados no grupo AHP-BIO,
as imagens microscOpicas demonstraram células com morfologia padréo,
arredondadas, similares as células RAW 264.7 do grupo controle (CT) (FIG.02B).
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A Taxa de Migragao Celular (Wound Healing) - RAW 264.7
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Figura 2: Grafico percentual de area fechada (A) e imagens microscépicas representativas dos
resultados de proliferacdo celular em cada tempo (B). Células RAW 264.7 ndo expostas (CT) e
expostas ao AH Plus Bioceramico (AHP-BIO). Os dados sdo apresentados como média + DP; teste t-
Student. *p<0.001 AHP-BIO versus CT.

Diferenciacéo de Osteoclastos

A presenca de células osteoclasticas (Ocs) multinucleadas ativas foi
confirmada pela coloracéo positiva com fosfatase acida resistente a tartarato (TRAP),
apos estimuladas por RANKL. De maneira geral, o grupo CT apresentou campos mais
ricos em células com a presenca de células agregando quando comparado ao grupo
AHP-BIO (FIG.03A). Apesar do grupo AHP-BIO ter apresentado campos com menor
guantidade de células, foram observadas nos campos grande quantidade de células
em fusdo ou fusionadas com a presenca de 3 ou mais nucleos. O grupo AHP-BIO
apresentou média do numero de osteoclastos significativamente maior do que o grupo
CT, ~191.93 e ~136.5, respectivamente (FIG.03B). A média de nucleos por células
multinucleadas no grupo AHP-BIO (~5,54) foi similar estatisticamente quando
comparado ao grupo CT (~4,81) (FIG.03C). Ja a média da atividade de fosfatase acida
das células RAW 264.7 expostas ao AHP-BIO (~5,3 U/L) foi estatisticamente maior
que a do grupo CT (~4,5 U/L) (FIG.03D).
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Figura 3: Diferenciagdo osteoclastica, células multinucleadas TRAP-positivas visualizadas por
microscopia optica, barra = 20um (A). Células RAW 264.7 ndo expostas (CT) e expostas ao AH Plus
Bioceramico (AHP-BIO). Grafico percentual médio de osteoclastos em diferenciacdo nos grupos CT e
AHP-BIO (B). Gréfico da média de nucleos por osteoclasto nos grupos CT e AHP-BIO (C). Grafico da
média de atividade de fosfatase acida nos grupos CT e AHP-BIO (D). Os dados sédo apresentados
como média + DP; Teste t-Student. *p<0.001, AHP-BIO versus CT.

Expressado de Genes da Osteoclastogenese

Apbs 96 h de exposicdo ao material e inducéo de diferenciagdo por RANKL, a
alteracdo na expressao de catepsina k (CTSK) foi significativamente alta no grupo
AHP-BIO (6,92 + 3,54; média e desvio padrdo) comparada ao grupo CT (1,09 + 0,44)
(FIG.04). O gene da matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) demonstrou alta expressao
no grupo AHP-BIO (2,15 + 0,62) em relacdo ao CT (1,01 + 0,15) (FIG.04). Assim como
o gene da fosfatase &cida resistente ao tartarato (ACP5), que foi significativamente
superexpresso no grupo AHP-BIO (8,05 = 3,41) em comparagdo ao grupo controle
(1,01 + 0,18) (FIG.04).
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Figura 4: Grafico do fold de expressdo dos genes CTSK, MMP-9 e ACP5. Células RAW 264.7 nao
expostas (CT) e expostas ao AH Plus Bioceramico (AHP-BIO). Os dados sdo apresentados como
média + DP; Teste U de Mann-Whitney. *p<0.001 AHP-BIO versus CT.

Proteinas da Via Wnt Canonica

Os niveis de expressdo das proteinas proto-oncogene myc (c-Myc) e matrix
metalloproteinase-7 (MMP-7) foram medidos para avaliar a sinalizacao da via Wnt. No
grupo AHP-BIO, os niveis de c-Myc e MMP-7 foram significativamente imperceptiveis

em comparacao ao grupo CT. A beta actina foi utilizada como controle (FIG.05).
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Figura 5: Imagens de Western blotting das proteinas c-Myc e MMP-7 em cultura de RAW 264.7 ndo
expostas (CT) e expostas ao AH Plus Bioceramico (AHP-BIO).

3.4 DISCUSSAO

Neste estudo o cimento endodontico AH Plus Bioceramico, apresentou um
efeito dual na osteoclastogénese em cultura de células do tipo RAW 264.7. Apesar do
AHP-BIO inibir a proliferacdo celular, ao mesmo tempo o cimento estimulou a
osteoclastogénese das células RAW em presenca de RANKL. Os osteoclastos séo
células multinucleadas que possuem papel fundamental na remodelacdo 6ssea. A
reabsorcdo da matriz mineralizada permite a renovacgao continua da arquitetura 0ssea
criando espacgo para a deposi¢cdo de novo 0sso [17]. Além disso, os osteoclastos
expressam fatores de diferenciacdo e atividade osteoblastica [19]. A
osteoclastogénese é um processo de diferenciacdo complexo que envolve a
proliferacdo de pré-osteoclastos, migracédo, adesédo e fusao célula-célula, levando a
formacdo de osteoclastos multinucleados maduros que s&o responsaveis pela
reabsorgéo O0ssea [27].

A taxa de viabilidade das células expostas ao AHP-BIO foi mais baixa nas
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primeiras 24h (~75%) de exposicdo da RAW 264.7 ao AHP-BIO, entretanto a taxa de
viabilidade se assemelhou a do grupo CT ao longo dos tempos do ensaio. Este padrdo
de taxa de viabilidade celular, associado aos resultados de Wound Healing indicam a
possivel inibicdo da fase de proliferacéo celular na osteoclastogénese induzida pelo
cimento AHP-BIO. O fechamento de feridas no ensaio de Wound Healing engloba a
avaliacao da migracéo e proliferacdo celular, onde as interacfes entre as células e o
biomaterial podem levar a degeneracdo celular ou indugdo de diferenciacgéo,
retardando o processo de fechamento do espaco da ferida ou acelerando tal processo
[22,28]. As células expostas ao AHP-BIO demonstraram area da ferida aberta apos
120h, porém sem afetar a viabilidade celular no resultado do MTT. Interessantemente,
as imagens microscopicas do Wound Healing demonstraram aspecto morfologico de
normalidade das células do grupo AHP-BIO. Segundo a norma ISO 10993, taxas de
viabilidade abaixo de 70% com alteracdes da morfologia celular caracterizam
citotoxicidade do material, dessa forma o AHP-BIO n&o deve ser considerado
citotdéxico para as células pré-osteoclasticas em nosso estudo [29]. A hipGtese mais
provavel é de que o AHP-BIO potencializou o estimulo a diferenciacdo celular em
osteoclastos, especialmente as fases de adeséao e fusdo célula-célula.

Os resultados da analise de microscopia Optica apos coloracdo positiva com
fosfatase acida resistente a tartarato (TRAP) e mensuracédo da atividade da TRAP
corroboraram a observacdo de que o AHP-BIO nao inibiu a diferenciacao
osteoclastica. Ao contrario, o AHP-BIO estimulou a osteoclastogénese. O niumero de
osteoclastos no grupo AHP-BIO foi significativamente maior quando comparado ao
grupo controle. Alguns estudos que avaliaram os cimentos MTA e o Bioaggregate na
osteoclastogénese demonstraram resultados diversos dos nossos, estes inibiram a
osteoclastogénese [30,31]. O experimento de Cheng et al. com células RAW 264.7
expostas ao MTA e RANKL, revelou inibicdo da fusédo dos precursores de osteoclastos
sem causar citotoxicidade pelo ensaio de TRAP Staining. Além disso, houve reducéo
da ativacdo da via de autofagia mediada por RANKL na presenca do MTA como
demonstrado pelo experimento de PCR em tempo real que demonstrou a regulacéo
negativa dos genes Atg5-Atgl2 e LC3-Il que sdo componentes fundamentais do
mecanismo autofagico e sua diminuicdo esta associada ao potencial anti-
osteoclastogénico do MTA, resultado oposto ao obtido em nosso estudo que
demonstrou um aumento de genes relacionados a osteoclastogénese [31]. Em nosso

estudo, a atividade de fosfatase acida proporcionalmente a OD celular foi aumentada
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na presenca do AHP-BIO e significativamente maior a do grupo controle. Este
resultado corroborou as analises microscopicas qualitativas das células coradas por
TRAP. Tian et al. utilizaram uma série de ensaios para avaliar o efeito anti-
osteoclastogénico do Bioaggregate também em células RAW 264.7 [30]. O
Bioaggregate foi eficaz em reduzir a diferenciacdo de RAW 264.7 em osteoclastos
pela diminuicdo do numero de células TRAP-positivas [30]. Além disso, o
Bioaggregate também inibiu a expresséo de catepsina k uma protease essencial para
a degradacao da matriz 6ssea e marcador molecular de diferenciacao de osteoclastos
[30]. Diferente dos nossos resultados obtidos com o AHP-BIO, que além de apresentar
o0 aumento do numero de células TRAP-positivas, induziu uma expressao significativa
do gene da catepsina k. A catepsina k € expressa durante os estagios tardios da
diferenciacdo dos osteoclastos, cuja funcdo é atuar na degradacdo de colageno,
permitindo a remocao subsequente de componentes minerais, contribuindo assim
para a remodelacéo do tecido 6sseo [32].

O AHP-BIO apresenta em sua composicado dimetilsulfoxido (DMSO) e tracos
de carbonato de litio, nossa hipotese € que a presenca desses novos componentes
podem estar associadas a inducéo da osteoclastogénese no AHP-BIO. Pois, quando
comparamos com outros cimentos bioceramicos, que ndo apresentam tais
componentes em sua composicdo, estes apresentam um potencial anti-
osteoclastogénico. Lemieux et al. demonstraram que concentragdes de 5 yM de
DMSO resultaram em um aumento marcante na formacédo de osteoclastos, maior
namero de nucleos por célula e aumento da area de superficie celular em seu estudo,
enquanto concentracbes mais altas inibiram a diferenciacdo osteoclastica,
demonstrando que o efeito do DMSO € dependente da concentracédo [33]. Assim, a
presenca de DMSO na formulagcdo do AHP-BIO pode ter desempenhado um papel
crucial na intensificagdo da osteoclastogénese observada, sugerindo que a adi¢cao de
DMSO pode potencializar respostas biol6gicas especificas nos tecidos 6sseos. Essa
descoberta destaca a importéancia de considerar os componentes adicionais na
formulacéo de cimentos odontoldgicos e suas implicagdes no comportamento celular.
Entretanto, cabe ressaltar que o estudo de Lemieux et al. avaliou o DMSO sem adicao
de outros componentes, e a presenca de outros componentes na formulacado do AHP-
BIO podem ter exibido influéncia no resultado obtido. Apesar da presenca de litio na
composicado do AHP-BIO, foi observado um efeito indutor da osteoclastogénese, em

contraste com os achados relatados por Pan et al.. No referido artigo, materiais
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bioceramicos contendo litio demonstraram um efeito inibitério na osteoclastogénese
induzida por RANKL e na reabsorcéo 0ssea, atribuido a inibicdo da via de sinalizagcéo
NF-kB e a reducdo da expressao de genes essenciais para a atividade osteoclastica,
como TRAP, catepsina K, c-Fos e NFATc1 [34]. Uma possivel explicacdo para essa
divergéncia pode estar relacionada na concentragéo de litio presente no cimento AHP-
BIO. Pan et al. observaram que o efeito inibitério era dose-dependente, com
concentracbes especificas (0,25-1 mg/mL) sendo eficazes para suprimir a
diferenciacdo e a atividade dos osteoclastos, enquanto concentra¢cées muito baixas
ou excessivamente altas podem nao produzir o mesmo efeito [34]. Portanto, é possivel
gue a concentracao de litio no AHP-BIO tenha sido insuficiente para exercer um efeito
inibitério ou que outros componentes do cimento possam ter modulado a resposta
osteoclastica, superando a a¢ao inibitéria potencial do litio. Esses achados ressaltam
a complexidade da interacdo entre os componentes dos biomateriais e o0s
mecanismos celulares, bem como a importancia de avaliar cuidadosamente a
concentracdo ideal de agentes bioativos, como o litio, para otimizar seu desempenho
clinico.

Entre os principais genes envolvidos na osteoclastogénese, além do gene da
catepsina k, estdo o ACP5 e MMP-9 como marcadores moleculares da diferenciacéo
celular em osteoclastos [35,36]. A superexpressdo de ACP5 no grupo AHP-BIO
também esta associada com uma ativacao da funcéo dos osteoclastos. O gene ACP5
€ um marcador especifico da osteoclastogénese que atua na degradacdo da matriz
O0ssea sendo mais expresso durante as fases finais de diferenciacdo dessas células
[35]. Tais resultados sugerem que o AHP-BIO pode estimular a expressao de genes
fundamentais para a funcao osteoclastica. Além disso, houve maior expressédo do
gene MMP-9 no grupo AHP-BIO. O MMP-9, também denominada gelatinase
B/colagenase tipo IV, esta associado aos estagios iniciais da ativacdo de expressao
genica em osteoclastos, sendo altamente expresso na indugcdo da
osteoclastogénese, além de apresentar atividade colagenolitica [36,37]. O resultado
de expressédo genica da MMP-9 no grupo AHP-BIO pode estar relacionado a maior
inducéo a osteoclastogénese nesse grupo, levando os monécitos de camundongo de
forma mais rgpida a diferenciagdo, com maior nimero de células em fusdo ou
fusionadas, passando da fase pré-osteoclastica de proliferacao celular.

Com o intuito de investigar a hipotese do cimento AHP-BIO ter causado um

efeito inibitério sobre a sinalizacdo da via Wnt candnica; acarretando diminuicdo da
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proliferacdo e da migracdo celular sem afetar a diferenciacdo ostoclastica; nos
avaliamos a expressao das proteinas c-Myc e MMP-7 por western blotting. As
proteinas c-Myc e MMP-7 sdo marcadores downstream importantes dessa via de
sinalizagéo ativada [38]. De acordo com nossos resultados, foi possivel observar que
0s niveis de expressao de c-Myc e MMP-7 estavam significativamente reduzidos no
grupo AHP-BIO em comparacéo ao grupo CT, confirmando uma inibicdo da ativacéo
da via Wnt canbnica nesse grupo. A via de sinalizacdo Wnt é uma das vias mais
importantes no desenvolvimento e metabolismo 6sseo, na diferenciacéo e proliferacédo
de condrécitos, células-tronco mesenquimais, osteoclastos e osteoblastos [39]. A via
Wnt canbnica ativa exerce uma influéncia inibitéria sobre a formacao de osteoclastos,
equilibrando o processo de remodelacédo 6ssea [38]. Um estudo de Weivoda et al.,
analisou a proteina Wnt3a que é uma das moléculas sinalizadoras mais importantes
da via Wnt/B-catenina, que regula a proliferacdo, a diferenciacdo e a sobrevivéncia
celular com funcéo de ativacao do processo de formacéo 6ssea [40]. Onde verificou-
se que a Wnt3a, reduziu a formacao de osteoclastos quando aplicada a culturas de
diferenciacao inicial de osteoclastos e de macrofagos da medula éssea, indicando que
a Wnt3a suprime diretamente a diferenciacdo de osteoclastos por meio de vias
candbnicas (B-catenina) e ndo canbnicas (CAMP/PKA), destacando a importancia da
via Wnt no processo de homeostasia 0ssea [40]. E segundo Liu et al., a ativacdo da
via Wnt candnica leva ao acumulo nuclear de (B-catenina promovendo a transcricdo
de genes como c-Myc e MMP-7, que estao associados a proliferacdo celular e a
remodelacdo tecidual [38]. Assim, a reducéo dos niveis de c-Myc e MMP-7 no grupo
AHP-BIO indica que a via Wnt canbnica esta menos ativa, explicando o maior estimulo
a diferenciacdo osteoclastica neste grupo.

Com base nos resultados obtidos, este estudo apresenta importantes avangos
no entendimento dos efeitos do cimento AH Plus Bioceramico na osteoclastogénese.
A forca deste estudo in vitro esta na padronizacdo dos ensaios, na avaliacdo da
expressdo de marcadores de osteoclastogénese, de genes especificos, das vias de
sinalizagcdo afetadas pelo cimento endodéntico. Entretanto, limitagbes devem ser
levadas em considera¢cdo, como a de que o modelo in vitro ndo reproduz de forma
integral a complexidade do microambiente in vivo. Portanto, pesquisas futuras,
incluindo estudos in vivo, sdo fundamentais para validar e ampliar os achados
apresentados, contribuindo para a consolidacdo do conhecimento sobre o efeito do

AHP-BIO na osteoclastogénese.
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3.5 CONCLUSAO

Este € o primeiro estudo que avaliou o efeito do AHP-BIO na
osteoclastogénese. Os resultados demonstram que o cimento AH Plus Bioceramico
promove a osteoclastogénese, com aumento na expressao de genes de marcadores
osteoclasticos, como a catepsina k, a fosfatase acida e a matrix metalloproteinase,
todos envolvidos na reabsorcdo 6ssea. Além disso, a reducdo da expressdo das
proteinas c-Myc e MMP-7 sugerem que o AHP-BIO tem acéo inibitoria da via Wnt
canbnica, como um dos mecanismos de acdo do material em favor da
osteoclastogénese. Do ponto de vista clinico, embora o AHP-BIO seja biocompativel,
ele pode ndo ser ideal em situacdes clinicas que demonstrem osteoclastogenese
exacerbada, como casos de reabsorcdes apicais, reabsorcdes radiculares que
requerem uma inibicdo de osteoclastos. Entretanto, ele pode ser um cimento
interessante em condigbes clinicas de atividade osteoblastica/osteoclastica
equilibrada, estimulando a remodelacdo déssea com atuacdo de ambos os tipos

celulares.
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4. CAPITULO 4

4.1 DISCUSSAO GERAL

Este estudo investigou as propriedades quimicas e os efeitos biolégicos do
cimento AH Plus Bioceramico (AHP-BIO) na endodontia, tendo em vista o crescente
uso de materiais bioceramicos na terapia endodontica. A revisdo de literatura, no
capitulo 1, apresentou o0s avancos dos cimentos bioceramicos, que, por suas
caracteristicas bioativas e biocompativeis, tém se tornado uma ferramenta
indispensavel no uso clinico. A habilidade desses materiais de promover a
cicatrizacdo e regeneracgdo periapical € muito valorizada, principalmente em casos
gue envolvem infecgcdes e lesdes extensas, onde o vedamento e a bioatividade sao
essenciais para o sucesso do tratamento a longo prazo.

No capitulo 2, a avaliacdo das propriedades quimicas do AHP-BIO demonstrou
que ele é um material favoravel para uso em endodontia, apresentando boa liberacao
de ions de célcio e pH alcalino, ambos associados ao potencial bioativo do material.
Ja que se sabe que o pH elevado e a liberacéo de calcio, sdo fatores determinantes
para a biocompatibilidade e a funcdo antimicrobiana do material, aspectos os quais
contribuem para o controle bacteriano e promoc¢édo de um ambiente favoravel para o
reparo dos tecidos periapicais. Além disso, a quantidade de soélidos dissolvidos
permaneceu dentro dos padrées biocompativeis, sugerindo que o AHP-BIO néo induz
toxicidade ao meio, o que o torna uma escolha adequada para os tratamentos
endodonticos que exigem a utilizacdo de materiais seguros e eficazes.

Por outro lado, os resultados apresentados no Capitulo 3 revelaram o efeito do
AHP-BIO sobre a osteoclastogénese, evidenciando uma resposta significativa das
células osteoclasticas RAW 264.7 ao material, que difere de resultados obtidos
utilizando outros tipos de cimentos bioceramicos. Observou-se um aumento na
expressao de genes especificos dos osteoclastos, que estdo associados a atividade
osteoclastica. Esses genes desempenham papéis cruciais na capacidade dos
osteoclastos de degradar a matriz mineralizada, e sua ativagcédo sugere que o AHP-
BIO pode aumentar a fungéo dos osteoclastos. Esse estimulo a osteoclastogénese foi
confirmado pelo aumento no nimero de osteoclastos multinucleados e na atividade

da fosfatase acida, indicando uma intensificacdo no processo de diferenciacéao

86



osteoclastica quando o AHP-BIO esta presente.

Outro achado importante foi a inibicdo da via de sinalizacdo Wnt, verificada a
partir da baixa expresséo das proteinas c-Myc e MMP-7. A via Wnt € conhecida por
regular negativamente a osteoclastogénese, e com sua inibicdo pode favorecer o
aumento da atividade osteoclastica. Isso sugere que o AHP-BIO pode ter um impacto
indireto no equilibrio entre formacéao e reabsorcao 6ssea, o que € importante em casos
clinicos onde se busca evitar uma reabsorcdo 6ssea excessiva.

Na pratica clinica, esses resultados indicam que o AHP-BIO pode ser altamente
eficaz em procedimentos endodénticos que necessitem de bom selamento bacteriano
e regeneracdo tecidual. No entanto, seu efeito de inducdo da osteoclastogénese
levanta cautela para sua aplicacdo em casos que exigem controle da reabsorcéo
0ssea, como em tratamentos endodénticos associado a grandes defeitos 6sseos.
Nesses casos, 0 aumento da atividade dos osteoclastos pode nédo ser desejavel, pois
pode intensificar a reabsorcdo 0ssea que ja esta em andamento. Dessa forma, é
importante que os clinicos considerem o contexto biolégico de cada caso antes de
optar pelo uso do AHP-BIO como material de obturacéo.

Além disso, esse estudo aumenta o conhecimento sobre as interacdes entre
cimentos bioceramicos e células 6sseas, demonstrando que nem todos 0s cimentos
bioceramicos afetam a osteoclastogénese da mesma forma. As propriedades
quimicas especificas de cada cimento e as alteragcdes em suas composicées podem
influenciar as respostas celulares de diferentes formas.

Este estudo portanto contribui para um melhor entendimento das propriedades
do AHP-BIO e ressalta a importancia da selecdo criteriosa de materiais em
endodontia, onde cada caso deve ser tratado de forma individualizada. Os dados
obtidos oferecem uma base para que os clinicos possam fazer escolhas mais precisas
ao selecionar um cimento bioceramico, garantindo que suas propriedades sejam
consideradas em funcéo do diagnostico do paciente. Em resumo, por mais que o AHP-
BIO apresente um excelente perfil bioativo e de selamento, seu impacto sobre a
osteoclastogénese torna necessario que seu uso seja cuidadosamente indicado,
especialmente em casos em que o controle da reabsorcdo 6ssea € um fator crucial

para o sucesso do tratamento e conforto do paciente.
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4.2 CONCLUSOES

O cimento AH Plus Bioceramico apresenta propriedades fisicas, quimicas e
biolégicas que atestam o seu uso em endodontia, especialmente para procedimentos
gue necessitam de um selamento eficaz e bioatividade por parte do cimento. A
liberacdo de ions de célcio e o pH alcalino confirmam seu potencial para contribuir
com a regeneracéao dos tecidos periapicais. Contudo, sua a¢do na osteoclastogénese
indica que o AHP-BIO pode n&o ser ideal para casos que exigem a inibicdo da
atividade de reabsorcdo 6ssea, uma vez que nossos resultados demonstraram
inducdo da atividade osteoclastica. Os resultados deste estudo fornecem portanto
evidéncias para uma selecao clinica mais precisa dos casos em que o AHP-BIO pode
ser indicado, levando em consideracao o seu efeito na osteoclastogénese. Conclui-se
gue o AHP-BIO tem aplicacéo promissora na endodontia reparativa, mas seu uso deve
levar em consideracdo as caracteristicas especificas de cada caso clinico afim de

otimizar os resultados terapéuticos.
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5. CAPITULO 5 — Press Release

7

No tratamento endodbntico, cada etapa é crucial para garantir eficacia e
longevidade do tratamento, desde a limpeza e modelagem do sistema de canais
radiculares até a obturacdo final. A fase de obturacdo, responsavel por selar
tridimensionalmente o canal, previne a reinfeccao e auxilia na cicatrizacao dos tecidos
ao redor. O material utilizado nessa etapa precisa ter alta biocompatibilidade, pois
pode entrar em contato direto com tecidos periapicais sensiveis. Recentemente, 0s
cimentos bioceramicos tém ganhado destague como uma inovacdo na endodontia,
devido a sua capacidade de selamento e propriedades que favorecem a
biocompatibilidade. O AH Plus Bioceramico (AHP-BIO) € um dos novos cimentos
bioceramicos no mercado, composto por diéxido de zirconia e silicato tricalcico, com
diferencial por sua menor proporcdo de silicatos de célcio, além de incluir
dimetilsulféxido (DMSO) e carbonato de litio. Este estudo avaliou as propriedades
quimicas do AHP-BIO e seu impacto na osteoclastogénese, um processo fundamental
para a remodelacdo Ossea. Os resultados mostraram que o AHP-BIO possui
qualidades quimicas adequadas para uso em tratamentos odontolégicos, mas
indicaram também que, ao contrario de outros bioceramicos, o AHP-BIO estimula a
osteoclastogénese em células RAW 264.7. Isso significa que, em casos de grandes
lesbes O6sseas, onde a inibicdo da reabsorcao 6ssea € essencial para uma cicatrizacéo
mais rapida, o AHP-BIO pode néo ser a melhor escolha. Essas descobertas fornecem
uma base cientifica importante para os profissionais da odontologia, ajudando-os a
determinar a melhor indicacgéo clinica para o uso do AHP-BIO em terapia endodéntica,
de forma a otimizar os resultados clinicos obtidos.
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