i CATOLICA
%’ FACULDADE DE MEDICINA DENTARIA

VISEU

Mestrado Integrado em Medicina Dentaria
2020-2021

CARACTERIZACAO BIOLOGICA
DOS MATERIAIS DERIVADOS DO
OSSO DE CHOCO PARA
APLICACAO EM ENDODONTIA

Dissertacao apresentada a Universidade Catdlica Portuguesa para obtengao do
grau de Mestre em Medicina Dentaria

Por:

Maria Teresa Ribeiro Fortuna

Viseu, 2021






7 CATOLICA
S FACULDADE DE MEDICINA DENTARIA

VISEU

Mestrado Integrado em Medicina Dentaria
2020-2021

CARACTERIZAGCAO BIOLOGICA
DOS MATERIAIS DERIVADOS DO
OSSO DE CHOCO PARA
APLICACAO EM ENDODONTIA

Dissertacao apresentada a Universidade Catodlica Portuguesa para obtengao do
grau de Mestre em Medicina Dentaria

Por:
Maria Teresa Ribeiro Fortuna
Orientador:
Professora Doutora Ana Sofia Duarte
Co-orientador:

Professora Doutora Rita Noites

Viseu, 2021






EPIGRAFE

“Success consists of going from failure to failure without loss of enthusiasm”

{Winston Churchill}






DEDICATORIA

Aos Pais e aos Manos.

Foram, sédo e serdao, sempre, os meus pilares!

Vil






AGRADECIMENTOS

O fim deste percurso e a obtengao deste nivel académico, mestrado,

envolveu um grande esforgo individual, dedicagdo e amor. No entanto, todo este
caminho n&o foi percorrido sozinha, todos aqueles que contribuiram para que

tudo isto fosse possivel, merecem um enorme agradecimento.

A Professora Doutora Ana Sofia Duarte, orientadora desta dissertacao,
pelo ensinamento, pelas criticas construtivas, disponibilidade, apoio, paciéncia e
carinho. Seria impossivel realizar toda esta investigagdo sem a sua ajuda e

dedicacéo.

A Professora Doutora Rita Noites, coorientadora desta dissertacado, pelo

seu contributo, sugestdes e participagao continua ao longo destes 5 anos.

A Professora Doutora Ana Peixoto que sempre que conseguiu esteve
presente, ajudou e esclareceu todas as duvidas existenciais. Foi um grande

apoio!

Ao Professor Doutor José Maria Ferreira pelos esclarecimentos, pelas
horas no laboratorio, disponibilidade e nos ter recebido tdo bem. Obrigada por

ter feito parte deste projeto!

A Suelen Pinheiro e Bruna Correia, por todas as gargalhadas no
laboratério, pelos desabafos, por me ajudarem, motivarem e ouvirem sempre
que precisei e de uma maneira tdo amavel. Vocés fizeram a diferenca, nada disto

seria possivel, sem a vossa ajuda. Merecem um grande obrigada!

Aos meus pais, 0s principais responsaveis para que tudo isto fosse
possivel. Obrigada por acompanharem todos 0s passos, por apoiarem 0S
sonhos, pelos conselhos, pela educacgao, pelos valores transmitidos, pela

dedicacgao diaria e por fazerem sempre o melhor. Estarei eternamente grata!

A minha irma, a melhor companheira de todas as horas, por toda a
preocupagao, motivagéo e apoio, ndo sé ao longo deste percurso, mas sempre.
Obrigada pela presenga constante, por lidarmos com os problemas e

comemorarmos 0S Sucessos como uma so.



Ao irmao, que mesmo estando longe esteve sempre a meu lado e a

prestar o seu apoio.

Ao Ruben, que apareceu durante este percurso, marcou-o, fez a diferencga
e jamais irei esquecer todo o carinho e amor. Obrigada pela paciéncia,
dedicagao, motivacdo, por todas as alegrias e tristezas, por ter estado sempre
presente e, essencialmente, pela felicidade que partilhamos. Foi um verdadeiro

apoio!

A minha binémia, Catarina, por durante estes 5 anos ter sido como uma
segunda mae, por me ter feito crescer, pela amizade, pelas horas de estudo a
fio, por todos os momentos de “pasmar” e todas as gargalhadas partilhadas. Por
o drama constante, pelas conversas, pelos desabafos, por tudo. Foi a verdadeira

companheira desta jornada!

Ao meu grupo de amigas, que sado verdadeiramente SUPER. Obrigada
por me acompanharem desde sempre e, tenho a certeza, para sempre. Por me
motivarem, aconselharem, por partilharmos os melhores momentos e
recordacdes. A vocés, estarei eternamente grata. Somos todas tao diferentes e

completamo-nos tado bem!



RESUMO

O osso de choco tem dois componentes principais, o escudo dorsal e
matriz lamelar, sendo que esta ultima €& constituida essencialmente por
aragonite. A aragonite pode ser convertida hidrotermalmente em fosfatos de
calcio. Os fosfatos de calcio sdo utilizados como materiais de enxerto 6sseo ou
adicionados a materiais dentarios, por apresentarem semelhanga quimica com
a fase mineral do osso natural e da estrutura dentaria. O osso de choco
associado a biovidros favorece as respostas biolégicas e aumenta a resisténcia

deste material.

Este trabalho tem como objetivo avaliar as propriedades antimicrobianas
e citotoxicas de osso de choco associado a biovidros, de forma a selecionar o
material de medicag¢do intra-canalar com maior potencial de aplicacdo em
endodontia. Protocolos de viabilidade celular e propriedades antimicrobianas
contra Candida albicans, foram elaborados e testados. Foi percetivel uma
inibicado do crescimento de C. albicans eficaz para a associacdo osso de choco
e biovidros. Tanto o osso de choco como biovidros registam valores de

viabilidade superiores a 70%.

A aplicagao deste tipo de material € promissora na area da endodontia, e
por isso, € necessario aprimorar as propriedades antibacterianas, tendo como
opg¢ao a incorporagao de ides e a realizacdo de ensaios para Enterococcus

faecalis.

Palavras —chave: o0sso de choco, biovidros, endodontia, medicacéao intra-
canalar; citotoxicidade; antimicroabiano
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ABSTRACT

Cuttlefish bone has two main components, the dorsal shield and the
lamellar matrix, the latter being essentially made up of aragonite. Aragonite can
be hydrothermally converted to calcium phosphates. Calcium phosphates are
used as bone graft materials or added to dental materials, as they are chemically
similar to the mineral phase of natural bone and tooth structure. The cuttle bone
associated with bioglass favors biological responses and increases the

resistance of this material.

This work aims to evaluate the antimicrobial and cytotoxic properties of
cuttle bone associated with bioglass, in order to select the intracanal medication
material with the greatest potential for application in endodontics. Cell viability
protocols and antimicrobial properties against C. albicans were developed and
tested. It was noticeable an inhibition of the growth of C. albicans effective for the
association of cuttlefish bone and bioglass. Both cuttle bone and bioglass show

viability values above 70%.

The application of this type of material is promising in the field of
endodontics, and therefore, it is necessary to improve its antibacterial properties,
with the option of incorporating ions and carrying out tests for Enterococcus

faecalis.

Keywords: Cuttlefish bone, bioglasses, endodontics, intracanal medication;

cytotoxicity essays; antimicrobial essays.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AA — Anti-micético

ACP - Fosfato de calcio amorfo
BCP — Fosfato de calcio bifasico
BV - Biovidros

CaP - Fosfato de calcio

CPP - ACP - Fosfopeptideo de caseina-fosfato de calcio amorfo
CPP- Fosfopeptideo de caseina

DMEM - Meio Eagle modificado por Dulbecco
EPS — Matriz polimérica extra-celular
FBS - Soro fetal bovino

HA - Hidroxiapatite

HC — Hidroxido de calcio

HT — Hidrotermal

MTA — Agregado trioxido mineral

NCS - Nano-quitosana

NHC — Nano-hidroxido de calcio

OC — Osso de choco

SDA — Meio Sabouraud Dextrose Agar
SDB — Meio Sabouraud Dextrose Broth
TP — Trypan Blue

a-TCP - a- tricalcio fosfato



B- TCP - B —tricalcio fosfato



. INTRODUCAO







. INTRODUCAO

O OC (osso de choco) é composto por dois componentes principais, a
camada mais externa, escudo dorsal, e uma camada mais interna, matriz
lamelar. A matriz lamelar tem uma porosidade elevada e é essencialmente
composta por aragonite, que pode ser convertida hidrotermalmente em fosfatos
de calcio (CaP). Os CaP sao utilizados como materiais biomédicos por
apresentarem semelhanga quimica com a fase mineral do osso natural e da
estrutura dentaria. Devido a sua osteocondutividade e a taxa de degradacgao
ajustavel os CaP, tém sido adicionados a colutorios orais, pastilhas elasticas,
pastas dentifricas, cimentos de iondmero para lesbes de carie e cimentos

endodobnticos.

A medicacéo intra-canalar € utilizada durante o tratamento endodéntico para
auxiliar a desinfecdo do sistema canalar. O HC é frequentemente utilizado,
devido as suas propriedades antibacterianas. No entanto, a sua ag&o prolongada
pode resultar no enfraquecimento da estrutura radicular (1). Por isso, sera
conveniente a investigagado sobre um potencial medicamento intra-canalar que
nos possa fornecer propriedades antibacterianas, que nao interfira com a

estrutura dentaria e que seja de facil remocgao.

Face ao exposto, este trabalho tem como objetivos avaliar as propriedades
antimicrobianas e citotoxicas de osso de choco associado a biovidros, de forma
a selecionar o material de medicagao intra-canalar com maior potencial de

aplicagao em endodontia.



1. OSSO DE CHOCO

OC é uma concha interna de animais marinhos conhecidos como chocos
( género sepia), pertencente a filo Mollusca, classe Cephalopada, ordem
Seppida (2). O OC representa 9% do volume total do animal, é oco, dividido por
lamelas (3) e funciona tanto como uma estrutura rigida do corpo do choco, como
um tanque de flutuagcdo que permite a manuteng¢ao da sua posi¢ao vertical no
mar. O processo osmotico é utilizado para regular a pressdo no seu interior,
através de uma mistura de gas ( principalmente azoto a uma pressao de 0,8 atm
(0,08MPa) ) e liquido, permitindo a sua flutuabilidade neutra (3,4). O volume do
espaco de gas permanece aproximadamente constante com a mudanga na
pressao externa e, portanto, atuara como um mecanismo de flutuagao que é
quase independente da profundidade. Este mecanismo permite que a sua
flutuabilidade seja mais estavel do que nos peixes, visto que estes possuem um
estado de equilibrio instavel pela sua bexiga natatéria ndo rigida, permitindo a
alteracdo do volume com a profundidade. Assim, se subir no mar a bexiga
expande-se e tende a empurra-lo para cima, enquanto se afundar a bexiga

comprime-se, efetuando-o mais rapidamente (5).

O OC é composto por dois componentes principais, a camada mais
externa, escudo dorsal, e uma camada mais interna, matriz lamelar. O escudo
dorsal é rigido, denso, nao poroso e fornece um substrato de protegao, estrutura
e desenvolvimento a matriz lamelar. Consiste em trés camadas: uma zona
externa calcificada rigida com cerca de 1 mm de espessura, uma zona
intermédia transparente com cerca de 0,3 mm de espessura constituida por
camadas fibrosas e resistentes de quitina e uma zona calcificada interna fina
(3,4,6)

A matriz lamelar tem uma porosidade elevada, até 90%, ¢é
essencialmente composta por aragonite (uma forma cristalizada de CaCOs )
envolvida numa camada de material organico, essencialmente por B-quitina
(3,4,6). A camada organica tem a funcdo de iniciar, organizar e inibir a
mineralizacdo do material inorganico, assim como fornecer um efeito de

endurecimento ao material (4). A parte inorganica contém para além de
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aragonite, outros minerais, como sodio, magnésio e estrbncio como
oligoelementos, e esses minerais desempenham um papel essencial no
processo de regeneragao ossea (7). As lamelas de carbonato de célcio formam
camaras que tém interconectividade entre si, dentro de cada camara individual
0 gas ou liquido pode-se mover livremente. O espagamento das lamelas varia
entre 200 e 600 ym (3), como mostra na figura 1. A resisténcia a flexdo da matriz
lamelar € de 1,8 £ 0,2 MPa. No entanto, no escudo dorsal é mais alto 170 MPa
(3). A aragonite através de uma transformacao hidrotermal, pode ser convertida

em CaP, material biocompativel com diversas aplicagdes médicas.

Figura 1 - OC, corte transversal e estrutura lamelar. Imagem adaptada de (17)

1.1 TRANSFORMAGAO HIDROTERMAL

A transformagédo hidrotermal de aragonite em CaP deve ocorrer, de

acordo com a seguinte equagao quimica;
10CaCOs + 6(NH4)2HPO4 + 2H20 — Ca10(PO4)s(OH)2 + 6(NH4)2CO3 + 4H2CO3

O osso é cortado em pequenos pedacos e tratado com solugéo aquosa
de hipoclorito de sédio (NaClO, 13% cloro ativo) por 24 h em temperatura
ambiente para remog¢ao dos componentes organicos. Os pedagos limpos de OC
sdo selados com o volume necessario (respeitando a razdo molar de Ca/ P =
10/6) de uma solugdo aquosa de 0,6 mol / dm? de di-hidrogenofosfato de aménio
(NH4H2PO4, 99%) num recipiente de ago inoxidavel revestido com teflon a uma
pressado de 200°C por 48 h. A pressao dentro do reator € gerada por vapor de

agua e atinge os 5 bar. Apés o tratamento hidrotermal, as pegas resultantes sao



lavadas com agua desmineralizada em ebulicdo e secas a 105°C (8,9). A figura

2, é representativa do processo hidrotermal do OC.

Transformagao ' Lavagem
Hidrotermal H,0

Sepia Officialis L. 200 *C
Tratamento NaCIlO 5 bar

HA scaffolds

Figura 2 - Transformagéo hidrotermal do osso do choco. Imagem adaptada de (8)

As pecas resultantes da tranformacgao hidrotermal, por exemplo, scaffolds
de hidroxiapatite (HA), preservam a estrutura do OC, que exibe tamanho de poro
ideal (aproximadamente 80 um de largura e aproximadamente 100 um de altura)
e interconectividade para permitir atividade biologica, como crescimento de

tecido 6sseo e vascularizagao (10).

1.2 MATERIAIS DERIVADOS DO OC E APLICAGOES

O OC tem sido utilizado como um material osteocondutor, por exemplo
em scaffolds para defeitos Osseos, devido a sua alta porosidade e
interconectividade entre os poros que potenciam a vascularizagao e crescimento
o0sseo (9,10). A aragonite da sua composicdo pode ser convertida
hidrotermalmente em CaP, como HA e B-TCP (9). Estes compostos tém sido
cada vez mais utilizados na area da regeneragao 0ssea por mimetizarem o 0sso
natural, ou seja, sao biocompativeis. O tecido 6sseo é composto por uma matriz
organica, essencialmente colagénio, e uma fase inorganica mineral semelhante
a HA. Os scaffolds de HA apesar de serem biocompativeis e bioativos, o facto
de serem altamente porosos torna-os quebradicos, as propriedades mecanicas
sao podres, e por isso, podem ser associados a polimeros sintéticos ou naturais

(8).



1.4 ACTIVIDADE ANTIMICROBIANA

As bactérias conseguem desenvolver-se rapidamente em HA, por esta ser
bioativa e constituida por calcio e fosfato, nutrientes favoraveis para o
crescimento bacteriano. Portanto, € fundamental avaliar as propriedades
antibacterianas deste composto. A HA de tamanho nanométrico pode inibir a
atividade antibacteriana, mas somente quando dopada ou com um substituto

cationico (7).

A prata (Ag) tem sido um agente utilizado para controlar a adesao de
bactérias e prevenir a formacéao de biofilme, no entanto, em altas concentragdes
pode ser toxica para o organismo. A concentragao de Ag superior a 300 ppb no
sangue humano pode causar efeitos como leucopenia, danos no figado ou rins
€ a sua exposi¢ao prolongada pode causar argiria. As propriedades ideais para
se utilizar HA dopada com Ag, com excelente citocompatibilidade e propriedades
antibacterianas contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus, podem ser

alcangadas quando a concentracéo esta entre 0,27 ppm e 2,2 ppm (11).

Num estudo recente, a HA derivada de OC mostrou um efeito bactericida
ideal sobre E. colie S. aureus devido ao tamanho (> 50 nm) e morfologia do
material. No entanto, essa atividade nao foi observada para OC sozinho. Existe
um melhor efeito bactericida para S. aureus em comparagdo com E. coli (7).
Num estudo semelhante, onde foram testadas espécies Gram-positivas (S.
aureus , Bacillus cereus , Micrococcus luteus) e Gram-negativas (Pseudomonas
aeruginosa e Shigella flexnari), comparou-se a atividade antibacteriana de HA
de tamanho nanométrico puro ou dopado com zinco, revelando que ambas
exibiram atividade antibacteriana significativa contra M. luteus e S. aureus e

moderada contra B. cereus e S. flexnari (12).



2. FOSFATOS DE CALCIO

Os CaP, sao utilizados como materiais de enxerto &sseo por
apresentarem semelhanga quimica com a fase mineral do osso natural e da
estrutura dentaria. Consequentemente, ndo sdo reconhecidos como materiais
estranhos ao corpo, sédo biocompativeis, n&o toxicos, bioativos,
osteocondutores, induzem uma resposta bioldgica idéntica a remodelagao
Ossea, conseguindo apoiar a formagdo Ossea sob a agdo de células
osteoblasticas (13—-15). Resultando, assim, numa ligacéo fisico-quimica intima

entre o implante e o 0sso, ocorrendo a osteointegracao (15).

Exemplos de CaP séo o fosfato de calcio amorfo (ACP), a-tricalcio fofato
(a-TCP), B-tricalcio fosfato (B-TCP) e HA sinterizada (HA), contudo os mais
utilizados sdo a HA, B-TCP e BCP. A HA é mais estavel sob condigdes
fisiolégicas, tem solubilidade mais baixa e a taxa de reabsor¢cao é mais lenta
(16). Quanto ao B-TCP é mais soluvel e tem uma estabilidade mecanica menor.
Portanto, pode-se obter o equilibrio ideal pela combinagdo da fase HA mais
estavel e uma fase B-TCP mais soluvel para obter CaP bifasico (BCP). Portanto,
a solubilidade do CaP bifasico é altamente dependente da proporg¢ao dos seus
componentes; quanto maior o conteudo de B-TCP, mais rapida sera a
solubilidade (17). Geralmente, esta propriedade varia com o tipo, porosidade,
area superficial (granular ou blocos) e grau de cristalinidade (alta cristalinidade
significa baixa degradacao) (18). Da combinacao de fase B-TCP e HA resultam
materiais com bioatividade controlada e um equilibrio mais adequado entre
reabsorcdo e solubilizagdo, garantindo estabilidade ao material enquanto

promove o crescimento 6sseo (17).

A principal limitagdo sdo as suas propriedades mecanicas, uma vez que
sdo materiais frageis com uma fraca resisténcia a fratura. Esta limitacdo esta
associada a ligagdes idnicas de forga elevada e podem ser manipuladas por

composicao, cristalinidade, porosidade e tamanho do gréo (15,17).

A estrutura porosa esta diretamente relacionada com a formacgao dssea,

permitindo a adesao celular a sua superficie. A interconectividade entre os poros



possibilita a distribuicdo e migragcédo de células, formagao de vasos sanguineos

sustentando o tecido osso neoformado e a remodelagéo éssea (19).

A HA bioldgica € nanocristalina e contem varios ides como impurezas,
nomeadamente magnésio (Mg 2*) e carbonatos (CO3 %) com outros
oligoelementos em quantidades variadas ( Zn2*, K*, Na*, Mn 2", SiOs%",
Cl-e F -). Portanto, a incorporagao de ides na estrutura cristalina da HA permite
a obtencdo de um material com grandes semelhangcas com o0s 0ssos e
dentes. Isto, baseia-se no conceito da biomimética, quanto maior a semelhancga

entre o material e o tecido circundante, melhor sera a integragéo (20).

O magnésio esta intimamente associado a mineralizagado dos tecidos
calcificados e esta envolvido indiretamente no metabolismo ésseo. O estréncio
encontra-se na fase mineral do 0sso, nas regides onde existe uma alta atividade
metabolica. Os ides de Mn 2* aumentam a afinidade da ligagdo das integrinas,
uma familia de recetores, que medeiam as interacdes celulares com a matriz
extracelular e ativam a adesdo celular (21) . O zinco possui efeitos
estimuladores da formacao éssea, bem como um efeito inibidor na reabsorgao

Ossea osteoclastica (22).

2.1 CaP ASSOCIADOS A BIOVIDROS

O conceito de bioatividade é definido como um material bioativo que induz
uma resposta biolégica especifica na interface do material, resultando na
formacgao de uma ligagao entre os tecidos e o material (23). Um material bioativo,
onde estao incluidos os biovidros (BV), cria um ambiente compativel com a
osteogénese, desenvolvendo uma interface de tecido mineralizado, que

promove uma ligacéo entre os materiais vivos e ndo vivos (24).

Os BV contémm um tipo de vidro Na20-Ca0O-SiO2-P20Os em propor¢des
especificas, com um grande componente de silica (SiO2) (25), e surgiram como
uma alternativa aos materiais CaP. Possuem a capacidade de se ligarem
fortemente aos tecidos vivos, através do desenvolvimento de uma camada de
HA na sua superficie (23,24). Além disso, libertam ides Si, P, Ca e Na, que

induzem respostas intracelulares e extracelulares favoraveis (26), atuando como



estimulos quimicos para a ativagdo das células osteoprogenitoras e,
consequentemente, potencializam a formacao 6ssea. A libertagcdo desses ides
pode também estimular a neovascularizagdo e a angiogénese e, assim,

promover a consolidagcao 6ssea (27).

Os BV foram inicialmente sintetizados pela técnica de fuséo, seguida de
um arrefecimento rapido. No entanto, o método sol-gel, nas ultimas décadas ,
tem ganho mais relevancia (28). Os BV derivados de sol-gel sdo preparados em
temperaturas mais baixas e possuem uma area de superficie especifica maior,
0 que aumenta a resposta bioativa (29). Além disso, podem ser preparados com
quantidades de SiO2 até 90% em peso, enquanto teores de SiO 2 superiores a
60% em peso séao dificeis de alcancgar pela técnica de fusdo e arrefecimento
rapido (30). O alto numero de grupos Si — OH sao benéficos para uma

funcionalizac&o posterior (31).

A composicao de BV derivados de sol-gel € mais facilmente manipulada
para atingir propriedades fisico-quimicas e biologicas desejadas. A tecnologia
sol-gel permite a incorporagéo de biomoléculas, proteinas ou medicamentos que
podem ser administrados in situ. Geralmente, podem ser manipulados para

libertar ibes metalicos que tém potencial antimicrobiano ou angiogénico (32).

A incorporacéo de estréncio (Sr) aumenta a formacgao éssea, promovendo
a diferenciacao dos osteoblastos, inibicdo da diferenciacdo dos osteoclastos e,
em estudos in vivo, demostraram ligar-se fortemente ao osso, a camada de HA
(33). A incorporagdo de magnésio (Mg) melhora a dissolugdo do material,
promovendo o rompimento da rede de silica (34) . Tanto a incorporagdo de Mg
como de Zn promovem e favorecem a proliferacdo e diferenciacdo dos

osteoblastos, sendo que este ultimo possui efeitos anti-inflamatdérios (35).

A associagao dos CaP com biovidro tem recebido um especial interesse
na area da engenharia de tecido d6sseo, por melhorar as propriedades dos
materiais e consequentemente as respostas bioldgicas. Esta associagao,
aumenta a bioatividade, os BV sdo mais bioativos, e a resisténcia mecanica,

tornando o material mais denso (35).
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2.2 APLICAGAO CaP EM MEDICINA DENTARIA

Como ja referido, devido as propriedades dos CaP, estes tém sido
adicionados a materiais dentarios, como colutérios e pastas
dentifricas. Complexos de fosfopeptideos de caseina (CPP) e CaP tém sido
usados como pastas para o tratamento da sensibilidade dentaria apos um
procedimento endoddntico, raspagem radicular ou branqueamento. Estudos
revelam um aumento de fosfato inorganico e calcio na placa supragengival apos
3 dias de uso de colutérios contendo CPP-ACP (fosfopeptideo de caseina-
fosfato de calcio amorfo). O complexo CPP-CaP também pode ser incorporado
em alimentos e bebidas para potenciar a prevencio da carie dentaria devido a
sua origem natural. Os CaP tem sido incorporados em compdsitos de polimeros
bioativos, utilizados para fortalecer os dentes, através da libertagdo de ides de
calcio e fosfato. Pastas dentifricas contendo CaP podem ser usados para reduzir
a sensibilidade dentaria, para promover a remineralizacdo do esmalte
desmineralizado e para fins de branqueamento e polimento. Pastas dentifricas
contendo HA mostraram um efeito positivo na sensibilidade e branqueamento
dentario, e conforme o aumento de HA , o efeito branqueador também aumenta
(36).

Na area da endodontia, cimentos endoddnticos possuem nos seus
constituintes derivados do calcio, com o0 objetivo da mineralizagao.
Recentemente, existem evidéncias de cimentos a base de CaP (CAPSEAL | e
II) que apresentam citotoxicidade menor, mediadores inflamatérios e tém a
capacidade de promover a regeneracdo Ossea em lesdes periapicais e
citotoxicidade menor, em relacdo a outros cimentos, como oxido de zinco
eugenol ou resina epoxi (36). Tém a capacidade de facilitar a cicatrizagéo
periapical dentoalveolar, através do controlo dos mediadores celulares das
células do ligamento periodontal e diferenciacao de osteoblastos a partir de
células precursoras. Quanto a biocompatibilidade, estes cimentos mostraram
resultados favoraveis, uma boa adaptagao a parede do canal e infiltragcdo nos

tubulos dentinarios (37).

Cimentos bioativos, a base de biocerdmica foram recentemente introduzidos

como cimentos endoddnticos. Apresentam um pH alcalino, atividade
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antibacteriana, radiopacidade, biocompatibilidade, nao toxico, sem contracéo de
polimerizagao e sdo quimicamente estaveis dentro do ambiente biolégico. Uma
outra vantagem destes materiais € que eles promovem a formagado de HA,
facilitando uma ligagao entre a dentina e o material durante o processo de presa
(38). No entanto, os cimentos convencionais a base de bioceramica, como MTA,
apresentam desvantagens clinicas, como dificil manuseamento, maior
citotoxicidade, um pH elevado durante a reacdo de presa, tempo de presa
elevados, o endurecimento requer humidade suficiente e dificil remogao para
retratamentos (39). Para superar estas desvantagens surgiram os cimentos
endodonticos de obturacdo a base de BV. Existem dois cimentos
comercializados que incluem BV. Um é o GuttaFlow Bioseal que possui baixa
solubilidade e porosidade, capacidade de alcalinizagdo, penetrabilidade da
dentina e citocompatibilidade. No momento, existem poucas evidencias sobre 0
seu mecanismo de endurecimento ou a capacidade de selar o canal e ser
removido para retratamento. O segundo produto € Nishika Canal Sealer BG,
existem evidéncias convincentes a respeito das suas propriedades fisico-

quimicas, biocompatibilidade, capacidade de selagem e remocéo (40)
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3. MEDICAGAO INTRA-CANALAR

Existem centenas de espécies a colonizar a cavidade oral. As vias de
entrada desses microrganismos podem ser caries, fissuras ou traumas nos
tecidos, que facilitam a invasdo para os tubulos dentinarios e atingimento dos
tecidos pulpares. No entanto, apenas um numero Iimitado desses
microrganismos pode colonizar e proliferar nos canais radiculares devido a

natureza unica e seletiva do sistema canalar (41).

Os microrganismos encontram-se organizados em biofiilme com uma
complexa matriz polimérica extracelular (EPS) derivada de substancias
produzidas pelo hospedeiro e pelos préoprios microrganismos. Além disso,
substancias como, polissacarideos, proteinas, lipidos e acidos nucleicos,
produzidos por microrganismos aumentam a formacado e a complexidade da

estrutura do biofilme (42).

O tratamento endodéntico visa eliminar completamente o©s
microrganismos ou permitir a sua redugdo maxima para que o sistema
imunolégico do hospedeiro cure e regenere os tecidos peri-radiculares
danificados (43). Varios métodos tém sido utilizados para desinfetar o sistema
de canais, que incluem instrumentacao, irrigagcao quimica, medicagao intra-canal

e a obturacgao. (41).

A definigdo geral de medicacéo intra-canalar € a colocagao de medicagao,
biocompativel, durante um curto periodo de tempo com a finalidade de inibir a

invasao de bactérias da cavidade oral nos canais radiculares. (44)
A medicagéo intra-canalar tem, assim, varias utilizagbes: (45)

e Eliminar restos bacterianos nédo destruidos pela preparacao
biomecanica;

e Tornar o canal inerte e neutralizar restos tecidulares;

e Reduzir a inflamacgao periradicular e, consequentemente, reduzir a
dor;

e Ajudar a eliminar o exsudato apical, se existente;

e Prevenir ou estabilizar a reabsorcdo radicular inflamatéria, se

existente;
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e Prevenir a reinfegdo do sistema canalar, atuando como barreira

fisica e quimica, caso a restauragao temporaria/provisoria falhe.

O sucesso do tratamento endoddntico radicular depende da eliminagao
completa dos microrganismos, através da preparagao e limpeza eficientes do
sistema canalar (44,46). No entanto, devido a complexidade da morfologia
canalar, as limas manuais ou rotatérias nao séo capazes de alcangar locais como
tubulos dentinarios, istmos ou canais laterais (46). Nestas situag¢des, para além
de uma irrigagao eficaz o uso de medicagédo intra-canalar pode auxiliar numa

desinfegao completa (44,46)

A medicacdo intra-canalar entre consultas apresenta resultados
favoraveis no tratamento de infe¢gdes endodénticas. Algumas condi¢des
endodoénticas exigem varias colocagdes dependendo do estado pulpar, tecidos
periapicais, tecidos duros dentarios e o desenvolvimento do foramen apical
(aberto, fechado ou se existe reabsorgédo). O tempo entre consultas deve ser
inferior a 14 dias, uma vez que a inflamac¢ao demora pelo menos 10-14 dias para
diminuir ou desaparecer. No entanto, periodos de tempo maiores séao
aconselhados, porque na maioria dos medicamentos o nivel de concentragao
maxima na dentina ocorre entre 3 a 4 semanas. Além disto, se os sinais e
sintomas persistirem, o tempo também tem que ser prolongado ou alterado o

medicamento. (47)

Atualmente, existem diversas opgdes como medicagdo intra-canalar
incluindo o hidroxido de calcio (HC), antibidticos, compostos de iodo e agentes
anti-inflamatérios a base de fenol. No entanto, podem estar associadas
desvantagens, como formulagdes a base de formaldeido e fenol ndo serem
recomendadas devido a sua toxicidade e potenciais efeitos
cancerigenos. Devido aos seus efeitos antibacterianos, o HC é o mais utilizado,

porém nao é eficaz contra certas espécies de bactérias ou fungos. (3,4)
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3.1 MICROBIOLOGIA

As bactérias sdo as principais responsaveis pela etiologia das infe¢des
bacterianas (48) . A auséncia de selamento coronal e apical, microfiltracdes,
falha no preparo quimico ou mecanico do canal radicular e limitagées do material
obturador torna o sistema canalar um meio de proliferacdo de bactérias e

formacgao de biofilme (48,49).

As principais vias de acesso para as bactérias alcangarem o tecido pulpar
sao os tubulos dentinarios e exposi¢ao pulpar. No entanto, existem mais 2 vias
por infegdo retrograda, a partir do periodonto ou através da corrente sanguinea.
(50)

O ambiente endoddntico possui uma série de caracteristicas que podem
levar a sobrevivéncia de bactérias e fungos, como o valor de pH, a concentragao
de oxigénio, a competicado/cooperacdo com outros organismos € as
caracteristicas ambientais (49). Dois fatores importantes s&o a concentragéo de
oxigénio e os nutrientes existentes no meio. A concentragédo de oxigénio é muito
reduzida ou nula, o que favorece o desenvolvimento de espécies anaerdbias.
Outro fator é a disponibilidade de nutrientes provenientes da cavidade oral, do
conteudo dos tubulos dentinarios, do tecido conjuntivo ou de fluidos provenientes
dos tecidos apicais (49). Consequentemente, a formacao do biofilme estimula a
adaptacao genética e a sua organizagao favorece a troca de material genético
entre bactérias, sendo capaz de conduzir a disseminagao de genes resistentes

a antibidticos (51).

As espécies associadas a endodontia s&o diversas e variam dependendo
da condicao clinica do dente, presenga de doencas especificas que afetam a
polpa e os tecidos periapicais (carie, pulpite e necrose da polpa e periodontite
apical aguda ou cronica), ou de tratamentos ja efetuados para resolugéo da
doenca (49). A figura 3, remete para estes ultimos casos, em que sao
necessarios retratamentos endodénticos para eliminar por completo os

microrganismos.

Os microrganismos mais encontrados em canais previamente obturados

foram E.faecalis, como mais prevalente (49,51-54) , seguido de Fusobacterim e
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Propionibacterium (52). Muitos autores afirmam que E.faecalis é mais prevalente

em infe¢gbes secundarias do que primarias (52—-54). No entanto, noutros estudos

E.faecalis nao ¢ a principal causa da falha endodéntica, mas esta quase sempre

presente em percentagens menores (52) .

Os fungos também foram detetados em infe¢ées endoddnticas primarias,

mas sua presencga € mais prevalente em infegbes endodénticas secundarias ou

persistentes, bem como em dentes com lesbdes periapicais. O fungo mais

comumente encontrado é Candida albicans (48,49).
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Figura 3 - Prevaléncia de microrganismos na falha endodéntica. Imagem adaptada de (52)

A bactéria E.faecalis possui algumas caracteristicas que o possibilitam ser

tao resistente, entre elas sao (51-53):

S&o cocos anaerobios facultativos, gram-positivos e oportunistas;
Tém a capacidade de crescer num meio alcalino;

Sobrevivem a temperaturas entre 10-60°C para suprimir a agao
dos linfocitos;

Formam biofilme;

Vivem em ambientes nutrientes, conseguindo sobreviver com o
fluido do ligamento periodontal;

Sobrevivem a alta salinidade;

Tém capacidade de penetrar nos tubulos dentinarios e de se fixar
ao colagénio.
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Enterococcus faecalis em meio alcalino, o seu sistema homeostatico
(bomba de protdes) é ativado, permitindo o transporte ativo de potassio na célula,
que reage com os ides OH, formando hidroxido de potassio e regula o pH

citoplasmatico, baixando-o. (55)

Uma das vantagens da pasta de HC com veiculo oleoso (polietilenoglicol
e propilenoglicol.) € a capacidade de inibir a adenosina trifosfatase, que é
essencial para o funcionamento da bomba de protdes. Num estudo, in vivo e com
dentes em acrilico, mostrou que esta mesma pasta seria a que oferecia mais
vantagens, porque n3o interferiu com a libertagdo de ides OH e Ca 2, tinha
menor solubilidade e melhor ac&o antimicrobiana. Os niveis de pH atingiram
12,78 ao fim de 7 dias, e registou-se a decomposi¢cao em subprodutos reativos
(oxigénio reativo e paracloroanilina), que penetram na matriz polimérica,
mantando mais facilmente, E.faecalis. No entanto estes produtos mostraram-se
carcinogénicos em animais e ndo ha evidencias suficientes de efeitos em

humanos. (51)

3.2 HIDROXIDO DE CALCIO

3.2.1 Caracteristicas quimicas

HC tem como formula Ca (OH) e € um p6 branco inodoro. Possui baixa
solubilidade em &agua e liberta ides de calcio (Ca?*) e hidroxilo (OH -)
lentamente. Esta caracteristica é benéfica porque para que HC se torne soluvel
nos fluidos teciduais, quando em contato direto com os tecidos vitais, &
necessario um periodo de tempo longo. Ca (OH) possui um pH alto (12,5 - 12,8)
e é classificado quimicamente como uma base forte. Dissocia-se em ides calcio
e hidroxilo em contato com uma solugdo aquosa, e as suas principais
propriedades, deposicao de tecido duro e antimicrobiano, sdo atribuidas ao
efeito desses ides em tecidos vitais. Os ides hidroxilo sdo responsaveis pela
natureza altamente alcalina do Ca (OH), sendo que a maioria dos seres
patogénicos ndo conseguem sobreviver nessa condi¢ao. O principal mecanismo

envolvido na morte da bactéria ndo é evidente, no entanto pode ocorrer por dano

17



da membrana citoplasmatica, desnaturagao de proteinas e / ou dano do DNA
(56,57).

OH - difundem-se na dentina por esta ser permeavel, devido a sua
anatomia tubular - densidade, didmetro e comprimento - mas também pelas
caracteristicas do soluto, tamanho e carga. Além disso, a difusdo dos ides pode
ser afetada por a capacidade de tamponamento, adsorgédo e carga da dentina.
Inicialmente, atravessam a dentina circumpulpar, que nao possui grande
capacidade de tamponamento ou adsorgao, mas ha medida que avangam o
diametro dos tubulos diminui e o tamponamento e adsorgdo aumentam. Ou seja,
as propriedades sao mais evidentes quando o volume de dentina aumenta.
Contata-se que ao fim de 2 a 3 semanas, toda a estrutura dentinaria se encontra
saturada de ides hidroxilo, sendo assim, o pH elevado na camada mais externa
da dentina. (58)

3.2.2 Veiculos

O HC sendo em forma de po, necessita de uma substancia, veiculo, que
permita a sua entrada no sistema de canais e possibilite a sua dissociagao ionica
(59).

Do ponto de vista antimicrobiano, os veiculos podem ser:

e Veiculos inertes: caracterizam-se pelas suas propriedades
biocompativeis, que nao apresentam interferéncias com as
propriedades antimicrobianas do HC. Como por exemplo: agua
destilada, solu¢des anestésicas, soro fisioldgico, glicerina, oleo
de oliva, polietilenoglicol e o propilenoglicol. (59)

e Veiculos biologicamente ativos: sdo adicionadas propriedades
suplementares as obtidos pelo HC. Por exemplo: clorexidina e

iodeto de potassio.(59)

Do ponto de vista das caracteristicas fisico-quimicas, podem ser:
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e Veiculos Hidrossoluveis: dividem-se em aquosos ou viscosos. Os
aquosos vao potenciar uma dissociagao rapida, possibilitando uma
maior difusdo e, consequentemente, maior contacto entre os ides
e os tecidos ou microrganismos. E importante salientar a rapida
diluicdo no sistema canalar, especialmente quando utilizado como
medicagdo, em casos de necrose pulpar ou lesdo perirradicular,
obrigando a varias colocagdes para ter resultados. Por exemplo:
agua destilada, o soro fisiologico, solugdes anestésicas e solugéo
de metilcelulose. Nos veiculos Viscosos a dissociagao do HC é
mais lenta, devido ao elevado peso molecular, sendo soluveis em
agua. Por exemplo: a (dlicerina, o polietilenoglicol e o
propilenoglicol. (59)

e Veiculos Oleosos: nao sao soluveis em agua, possuem menor
solubilidade e difusdo da pasta no canal. Por exemplo: azeite,

silicone, canfora e oleo de silicone (57).

Em situagdes clinicas que requerem uma rapida difusdo e libertagao
ionica no inicio do tratamento € indicado um veiculo aquoso, enquanto que
quando se requer uma libertagéo idénica uniforme e gradual é indicado um veiculo
viscoso. Os veiculos oleosos tém uso restrito e sao utilizados quando a

dissociagao idnica muito baixa é necessaria (57).

Um pH entre 8,6 a 10,3 é essencial para a agao bioldgica das pastas de
HC, ativando a enzima fosfatase alcalina. Esta enzima permite que o fosfato
reaja com os ides de calcio da corrente sanguinea, formando CaP, que esta
envolvido no processo de mineralizagdo. As pastas com uma consisténcia mais
fluida podem levar a um pH alto, assim como a libertagcado de calcio nos tecidos
periapicais. No entanto um pH, maior que 11 pode promover alta citotoxicidade

dos tecidos apicais (51).

19



3.2.3 Indicagoes

O HC tem diversas aplicagbes na estrutura dentaria, esta indicado em
protegcdes pulpares diretas e indiretas, canais com exsudato, reabsorgdes
radiculares (de origem fisiologica ou idiopatica) e apexificagdo (tratamento de

polpa necrética em dentes com rizogenese incompleta) (60).

3.2.4 Desvantagens

O HC apresenta algumas desvantagens com a sua utilizagdo, apresenta
resultados bastante controversos no que diz respeito a capacidade
antibacteriana com biofilmes em canais radiculares, juntamente com alguma
ineficacia contra a bactéria E.faecalis, uma das prevalentes apds a realizagao do
tratamento endodéntico e que pode levar ao insucesso. Tem como
desvantagens a sua dificil remogéao das paredes dos canais, a sua exposigao
prolongada (1més) provoca alteragdes nas propriedades mecanicas da dentina

e a penetragao nos tubulos dentinarios é limitada (60).

O HC influencia negativamente as propriedades fisicas da dentina, devido as
mudangas na matriz organica produzida pela alta alcalinidade do HC. Pode
dissolver, desnaturar ou neutralizar componentes orgénicos, como grupos
fosfato e carboxilato na dentina, interrompendo assim a ligagédo entre as fibras
de colagénio e cristais de HA. Isto resulta no enfraquecimento da estrutura
dentaria, levando a propagacao de fissuras por fadiga durante tensdes ciclicas

e um aumento na suscetibilidade a fratura radicular (61).

Materiais que aumentem a resisténcia dentinaria comegaram recentemente,
a ser explorados, por exemplo, a quistosana, um biopolimero natural, que é
biocompativel, biodegradavel e possui bioadesao (1). Outra alternativa é a
utilizacdo de nanoparticulas, que possuem a capacidade de se difundirem nas
anatomias mais complexas do sistema canalar, devido ao seu tamanho. Um
medicamento que penetra mais profundamente nos tubulos dentinarios pode nao
funcionar apenas como um agente bloqueador, evitando a proliferacédo
microbiana, mas também como um inibidor (62). As nanoformas, de quitosana e

HC, mostraram uma penetragao superior nos tubulos dentinarios e maior eficacia
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antibacteriana contra E.faecalis. A redugao na resisténcia a fratura no intervalo
de 1 més também foi menor nas nanoformas em comparagao com particulas de

tamanho micro, contudo, sdo necessarios mais estudos (1).

4. OBJETIVO

O osso de choco possui propriedades unicas estruturais e bioldgicas, como
osteoconducéo, estando envolvido diretamente com a formagao e mineralizagao
de tecidos duros. No entanto, este material ndo possui propriedades
antimicrobianas e a sua resisténcia a fratura € limitada, sendo necessario
associar outro material para favorecer estas caracteristicas, como os biovidros
(nanoparticulas). Em endodontia, o material mais utilizado para medicacgéo intra-
canalar, que também tem outras aplicagbes endodédnticas, apresenta

desvantagens que precisam de ser ultrapassadas.

Neste sentido, este trabalho tem como principal objetivo caracterizar
biologicamente, avaliando as propriedades antimicrobianas e a citotoxicas de
OC associado a BV, de forma a selecionar o material de medicacéo intra-canalar

com mais potencial de aplicacdo na endodontia.
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Il. MATERIAIS E METODOS

1. PREPARAGAO DO OC

A preparacéao de OC foi realizada de acordo com o protocolo anexado (anexo
1) (35,63).Primeiramente, pesou-se 6 g de OC, sem a casca, (CaCOs — 100.087
g/mol) correspondente a 0,06 moles de calcio, em seguida colocou-se o material
no recipiente de ago inoxidavel revestido a teflon e adicionou-se 13,49g de
fosfato de amodnia ((NH4)sHPO4 — PM = 132,06 g/mol) de modo a obter uma razao
molar Ca/P = 0,33. Colocou-se agua até perfazer cerca de dois tergos do volume
interno e inseriu-se numa estufa a 150 °C durante 3-4 dias. Posteriormente,
secou-se e calcinou-se o material a 900 °C durante 1h e, por fim, moeu-se
durante 1h em acetona, usando uma razao material/bolas de zircénia (10mm de

diametro) de 1/10 e uma razao material/acetona 1/1.

2. CULTURA DE CELULAS

A cultura de células foi realizada com uma linhagem de células VERO
(ECACC 88020401, epitélio renal de um macaco verde Africano, Cercopithecus
aethiops), sendo cultivada e preservada, de acordo com Ammerman et al (64), o

mesmo protocolo encontra-se em anexo (anexo 2).

Primeiramente, as células criopreservadas foram descongeladas.
Resumidamente, em ambiente estéril, transferiram-se as células do criotubo
para um tubo falcon contendo 5 mL de meio de cultura, previamente preparado
a 37°C. Cada criotubo contem 1,5x108 células em 1 mL de DMSO a 10%.
Realizou-se uma centrifugacdo a 900 rpm durante 5 minutos, descartou-se o
sobrenadante e fez-se a suspensao do pellet em 5 mL de meio de cultura, em
seguida, transferiu-se a suspensao de células para um frasco de cultura (25 cm?)
de células contendo 5mL de meio de cultura e incubou-se a uma temperatura de
37 °C numa atmosfera de 5% de CO2. Depois de 48 horas, efetuou-se uma nova
passagem de células, removeu-se o antigo meio, e adicionou-se 5 mL de PBS

(pré-aquecido a 37 °C) para lavar a cultura e de seguida removeu-se o PBS.
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Adicionou-se Tripsina-EDTA até cobrir o fundo do frasco, deixando repousar na
incubadora por aproximadamente 5 minutos. Por fim, adicionou-se 6 mL de meio
de cultura e voltou-se a suspender celular, as quais foram transferidas para
novos frascos de cultura com 5 mL de meio e incubadas a 37 °C numa atmosfera
de 5% de CO..

3. CITOTOXICIDADE

A avaliagao da citotoxicidade sera avaliada, de acordo com o protocolo
padrao ISSO 10993-5:2009 (63,65,66). Foi utilizada a linhagem de células Vero
(ECACC 88020401), frequentemente utilizadas para este fim. O protocolo
encontra-se anexado (anexo 3). A 80% de confluéncia, retirou-se o meio das
células, adicionou-se PBS para lavar as células, removeu-se 0 mesmo,
adicionou-se a tripsina EDTA e incubou-se durante 2,5 minutos. Seguidamente,
adicionou-se 6mL de DMEM (com 10% FBS + 1% AA), transferiu-se a suspenséao
para um tubo de falcon, retirou-se 30uL para um microtubo de 1,5mL e, por fim
adicionou-se 30 yL de Trypan Blue (TB), corante utilizado para avaliar os efeitos

citotdxicos através do Método Resazurina.

A seguir, a preparacao das células, efetuou-se a contagem das mesmas e
preparou-se uma suspensdo de células de modo a semear 1,5 x 10° cel/pogo.
Incubou-se durante 24h a 37°C e com 5% COz2, até atingirmos uma confluéncia
celular de no minimo 80%. Em seguida, preparou-se as suspensdes de OC e
HC, incubou-se e foi realizou-se uma diluigdo como representado na figura 5, e
pipetou-se 50 uL de cada suspensao (material + PBS) para cada poco. Nos
pogos da periferia da placa foi incluida agua estéril (para evitar perdas de volume
durante o ensaio), PBS foi usado como controlo positivo PBS e como controlo

negativo foram usados pogos sem células.
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Figura 4 - Esquema da diluicdo de OC e HC..
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Figura 5 - Esquema da placa multiwell. Controlo positivo: células + resazurina

(100%viabilidade); controlo negativo: Sem células (0%viabilidade)
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Apds incubacao durante 24h, aspirou-se o meio de cultura, lavou-se os pogos
com PBS, adicionou-se 50 yL de DMEM com 10% de resazurina e incubou-se a
37°C por 3h, até redugao de resazurina em resorufina pelo metabolismo das
células viaveis. Removeu-se a placa da incubadora e a absorvancia foi medida
num espectrofotdmetro a 570nm e 600nm. Por fim, calculou-se a percentagem

de viabilidade celular de acordo com a seguinte equagéo:

0D570
(ODeoo) —Cc—-

X 100
c+— C-

% cell viability =

Equacéo 1: Determinacao da viabilidade celular. OD570 — absorvancia a 570nm; OD600 — absorvancia a

600nm ¢ - controlo negativo; c* - controlo positivo.
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4. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados de acordo com
o protocolo padrédo ASTM E2149-13a com modificagdes, utilizando a espécie
Candida albicans (DSM11225) (63,67—-69). O protocolo a ser executado
encontra-se anexado (anexo4). Inicialmente, preparam-se os meios Sabouraud
Dextrose Broth(SDB) e Sabouraud Dextrose Agar (SDA), em seguida preparou-
se o in6culo, retirando uma coldnia para um tubo de ensaio com meio e colocou-
se na incubadora overnight. O OC, 200mg, foi adicionado a 1 mL de meio SDB,
incubou-se overnight e na manha seguinte centrifugou-se e prepararam-se

diluicdes decimais em série, como mostra a figura 6:

f—
200 mg Osso de 10ml
Choco + TmL solugdo Soluggo inicial
Solugdo salina salina 400pl/mL

CB+SS

1 Tl TmL ml mL m
-‘\ SN N S - :

200ulfmL 00ul/mL S0plymL 25plfmL 12,5pl/mL

Solugda inicial

* Todos os eppendos devem confer
1mi de solucao salina antes da

CB+58 diluigio

“* 50 vdo ser avaliadas as

concentragdes a vermelho

Created in BioRender.com bio

Figura 6 - Diluicdo em série de OC com solugéo salina estéril.

29



Para determinacdo da atividade antimicrobiana, foi necessario retirar
2,5mL da suspensdo microbiana para um tubo de 15mL, centrifugou-se a
suspensao, descartou-se o sobrenadante, adicionou-se 5SmL de solugdo salina
(NaCl 0,9%) e ressuspendeu-se o pellet na solugao salina até obter uma mistura
homogénea. Seguidamente, fez-se uma leitura da densidade 6tica da suspenséao
celular no espectrofotdmetro a 600nm, expectando uma absorvancia proxima de
1. Pipetou-se 10uL da suspensdo bacteriana, ressuspendeu-se, incubou-se a
placa e efetuaram-se as diluigdes decimais da solugédo (OC + Candida albicans)
em condigdes de assepsia. Retirou-se 50uL de solugéo (OC + Candida albicans)
de cada poco e transferir para um microtubo com 450uL de solucdo NaCl, em
seguida retirou-se 10uL da solug&o anterior e transferiu-se para um microtubo
com 90 uL de solugado salina, resultando numa diluicdo de 1:10, sendo esta
solugao inicial para as restantes diluicbes. Para as diluicbes em série foi-se

retirando sempre 10uL de um microtubo para o outro, como mostra a figura 7.

S0pl 10y

-
sohuodo de cada A50p Solugdo inicia
“poco solugao 10l solugdo + 90y
salina solugdo salina

10 10pl TopL 10pL 1041 100L 100

Solugdo inicial 0? 1:10° 1:10 1:0° 1110 1:107 1:10
1:10

* Todos os eppendofs ** Esse processo é repetido para cada pogo que contem **= o v30 ser avaliados as diluictes a
\ diferente concentracoes da amostra de teste e as vermelho

solugdo salina respetivas replicas
Created in BioRender.com bio

Figura 7 - Esquema das diluicbes decimais em série.

Apo6s as diluigdes, retirou-se 10uL das diluicdes a serem testadas,
pipetou-se de forma uniforme uma gota nas placas de Petri com meio SDA e
apo6s secagem das gotas, incubou-se as placas com a tampa voltada para baixo.

Por fim, analisaram-se os resultados apds 24 horas, contando as unidades de
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formacdo de coldnias (UFC) e calculando o logaritmo destas por mililitro

(Log(UCF(mL)), de acordo com a seguinte formula:

N2%colonias
UCF/mL =

Volume * Diluicao

Equacéo 2: n° de colonias = n° colénias em cada gota; volume= volume semeado de

cada gota em m; diluicdo=Diluicdo na qual foram contadas o nimero de colénias.

5. ANALISE ESTATISTICA

Os valores da viabilidade celular, ensaios de citotoxicidade, foram analisados
a partir de testes ndo paramétricos: ANOVA, tukey’s multiple comparisons test,
Dunnett’'s multiple comparisons test e Sidak’s multiple comparisons test pelo
software Graphpad Prism 9.1.1. Os resultados sao apresentados como média +

desvio padrdo. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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n. RESULTADOS

1. OSSO DO CHOCO
1.1 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

Determinou-se a citotoxicidade do OC em células VERO, comparando com a
citotoxicidade de HC nas mesmas células, através de dois ensaios
independentes, ficando com 7 réplicas de ambas as amostras para analisar. Os
resultados mostraram viabilidade celular, nas duas amostras, em qualquer

concentragéo testada, como mostra a figura 8.

Comparacao entre materiais
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Figura 8 - Viabilidade celular do OC e HC. A linhagem celular utilizada foi VERO. O controlo positivo sdo células com
resazurina. Two-way ANOVA, seguida de Tukey's multiple comparison test para a determinagdo da significdncia
estatistica (***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05).

Em relagdo ao OC, a percentagem de viabilidade celular apresenta o valor
maior na concentracdo de 25ug/mL com 92,68% + 5,82%, iniciando na
concentragao de 6,25ug/mL com 88,13% + 6,81%. Em seguida, decresce até a
concentracao de 400ug/mL, sendo que em 100ug/mL apresenta uma viabilidade
de 86,77% + 8,23% e em 400ug/mL de 83,59% + 6,73%. Todas as

concentracdes de OC apresentam viabilidade celular superior a 70%, sendo este

um biomaterial biocompativel.

Quanto ao HC, a percentagem de viabilidade decresceu até a concentragcao
de 100pg/mL para 73,90 + 12,55%, sendo que em 6,25ug/mL apresentava uma
percentagem de viabilidade de 77,62% % 4,52%, e em 25ug/m de 74,62% *
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8,57%. Por fim, na concentragdo de 400 ug/mL, a viabilidade aumentou para
77,58% * 6,55%. O HC apresentou, igualmente, viabilidade celular superior a

70%, no entanto esta foi sempre inferior a viabilidade de OC.

Na concentracdo de 400ug/mL, n&do existem diferengas significativas entre
OC e HC ou entre OC e o controlo positivo. No entanto, o HC apresenta
significancia estatistica em relagdo ao controlo positivo, com um valor de
p=0,0058, ou seja, p<0,01.

Na concentragdo de 100ug/mL, ndo existe significancia estatistica entre OC e
o controlo. O OC em relacdo ao HC apresenta significancia estatistica com um
valor de p=0,0286 e o HC em relagdo ao controlo positivo uma significancia

estatistica com um p=0,0005, ou seja, respetivamente p<0,05 e p<0,001.

Na concentragdao de 25ug/mL, OC em relagdo ao HC apresenta uma
significancia estatistica com p=0,0012, e HC em relagao ao controlo positivo tem
uma significancia estatistica com p=0,0008, assim p<0,01 e p<0,001
respetivamente. Portanto, existe um decréscimo mais significativo da viabilidade
celular de HC em relagao ao controlo, nas concentragdes 100ug/mL e 25ug/mL,

sendo que na primeira a viabilidade celular € menor.

Por fim, na ultima concentragéo 6,25ug/mL sé existe significancia estatistica
do HC em relagcao ao controlo positivo, com valores de p=0,0059, ou seja,
p<0,01. Tanto OC em relacdo ao HC ou ao controlo positivo, ndo apresenta

significancia estatistica.
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1.2 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Foram determinadas as propriedades antimicrobianas do OC contra C.
albicans, o fungo mais predominante em falhas do tratamento endodéntico. O
OC foi testado na concentracdo de 100 ug/mL, por esta apresentar uma
viabilidade celular significativamente diferente do HC, como mostram os
resultados da figura 9. Os resultados de atividade antimicrobiana foram
avaliados pelo método de contagem de colénias em placa. O controlo positivo
era C. albicans sem exposicdo a OC. Os resultados obtidos encontram-se na
figura 9. Visualmente, é percetivel uma inibicdo do crescimento de C. albicans,
sendo mais evidente na diluigdo 106, 108 e 10-'2. Ou seja, o numero de coldnias

formadas no controlo positivo foi maior do que o numero de coldénias formadas

quando C. albicans é exposto a OC.

Figura 9 — Crescimento de C.albicans nas diluigées 10 -6, 106, 10-'° e 10-'2 durante 24h na auséncia (A) e na

presenca (B) de OC.
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2. BIOVIDROS
2.1 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

Numa investigacdo em paralelo, realizada pela aluna Bruna Correia para a
sua dissertagdo de mestrado na area de Materiais e Dispositivos Biomédicos,
foram produzidos e caracterizados varios tipos de BV com diferentes
composicdes. Realizaram-se testes de citotoxicidade para os mesmos e foi
selecionado o biovidro mais promissor. O biovidro selecionado foi produzido pelo
método sol-gel, calcinado a 600°C por 2h com uma taxa de aquecimento de 2°C
por minuto e moido pelo método da acetona. A sua constituicao € a seguinte:
65% SiO2; 20% CaO; 2% MgO; 4% SrO; 3% Zn0O; 2% CuO; 4% P20s (70).

Os resultados de citotoxicidade para o mesmo estao apresentados na figura
10. Todas as concentragdes, exceto a 0,5 mg/mL e 1 mL, apresentaram uma
viabilidade celular superior a 70%. O pico de viabilidade celular regista-se na
concentracdo 0,05 mg/mL com uma percentagem de 86,65% % 9,27%. A
percentagem de viabilidade celular regista oscilagbes com o aumento das
concentragdes, sendo que na concentragado de 0,00625 mg/mL tem um valor de
76,94% = 7,90%, aumentando ligeiramente na concentragéo de 0,0125 mg/mL,
em seguida diminui em 0,025mg/mL, e por fim, atinge o seu pico. Depois deste
valor, a viabilidade, diminui novamente na concentracdo de 0,1mg/mL para
76,16% = 20,50%, aumenta ligeiramente nas seguintes concentragdes 0,25
mg/mL e 0,5mg/mL, e por fim, regista os valores mais baixos de viabilidade
celular nas concentragées de 0,5mg/mL e 1mg/mL, sendo respetivamente
62,23% + 13,54% e 25,57% = 10,71%. Quanto a significAncia estatistica, em
todas as concentragbes a amostra foi comparada com o controlo positivo, e todas
apresentaram um valor de p<0,0001, exceto na concentracédo de 0,05 em que o
valor de p=0,0002, ou seja, p<0,001.
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Figura 10 - Viabilidade celular do biovidro. A linhagem celular utilizada foi VERO. O controlo
positivo sdo células com resazurina. Two-way ANOVA, seguida de Sidak's multiple
comparison test para a determinagdo da significancia estatistica. (****p < 0,0001,
***p<0,001) (70)

2.2 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados igualmente pelo
método de contagem de colonias em placa. O controlo positivo foi o mesmo, C.
albicans sem exposi¢caéo a amostra (BV). A concentracao escolhida de BV foi 0,05
mg/mL por registar uma viabilidade celular e significancia estatistica maior, em
relacdo as outras concentragdes. Comparando o controlo positivo com a
exposicao de C. albicans a BV figura 11, podemos confirmar uma inibicdo
evidente do crescimento de coldénias. No mesmo ensaio, testou-se também a
associagao do OC com o BV, figura 12, na qual podemos confirmar igualmente
uma reducao da formagao do numero de coldnia, principalmente na diluicao 10-
6 comprovando uma associagéo benéfica entre BV e OC em termos de acao

antimicrobiana.
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Figura 12 - Crescimento de C.albicans nas diluicbes 10 -6, 108, 10-°e 10-'2 durante 24h na auséncia (A) e na presenga
(B) de BV.

Figura 11 - Associagao do biovidro com OC. Na placa da esquerda encontra-se o controlo positivo e na direita a

exposicdo de C.albicans com a associagdo de OC com BV.
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IV. DISCUSSAO

Para os testes in vitro, existem varios tipos de células que podem ser usados,
como células de linhas imortalizadas ou de linhas primarias. A International
Organization for Standardization (1ISO) recomenda par uma avaliagdo primaria
da citotoxicidade, linhas de células ja estabelecidas, tendo como vantagem
melhorar a reprodutibilidade dos resultados (65). As células Vero, uma linhagem
celular continua, isolada de células epiteliais renais extraidas do macaco verde
africano é frequentemente utilizada em testes de citotoxicidade com aplicagdes
médicas (63,65).

Neste estudo, o OC promoveu uma viabilidade celular sempre superior a 70%
e superior ao HC. No entanto, as diferencas s6é foram significativas entre as
amostras, dentro da mesma concentracao, em 25 ug/mL e 100 pg/mL, sendo a
primeira a concentracdo em que o OC apresenta maior percentagem de
viabilidade, tal como mostra a figura 10. Tanto o HC como o OC, ndo mostram
um crescendo ou decrescendo continuo da viabilidade celular, ambos tém
oscilagées. Contudo, ndo existem diferencas significativas da viabilidade celular

entre as diferentes concentragdes, como mostra a figura 13.

Comparagao de concentragbes
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Figura 13 - Comparagédo de concentragbes de OC e HC. Two.way ANOVA, sequida de Tukey’s
multiple comparisons test, determinando a significancia estatistica ente concentragées. (ns = sem

significancia estatistica
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Os resultados, na figura 13, mostram uma percentagem de viabilidade
celular maior em OC do que em HC, possivelmente devido a este ultimo possuir
um pH alcalino, mais toxico para as células. Alguns estudos mostram que devido
ao pH do HC os tecidos periapicais podem ficar danificados e em prote¢des
pulpares diretas, HC puro, provoca uma necrose de 1,5mm de tecido pulpar
(51,60).

O OC apresentou uma viabilidade celular elevada, confirmando assim as
suas propriedades ja conhecidas, ndo toxico e biocompativel, podendo ser
utilizado como material médico, e assim uma mais valia na formacédo e
mineralizacao de tecidos duros. Estes resultados estdo de acordo com outros
estudos recentes, por exemplo, Vajrabhaya et al. avaliaram a citotoxicidade e o
efeito proliferativo do OC, onde o mesmo mostrou, sempre, viabilidade superior
a 80% nas diferentes dilui¢ées (0,5 pyg/mL, 1 yg/mL, 5 pyg/mL, 25 ug/mL, 50
pg/mL, 100 pg/mL e 200 pg/mL, atingindo o seu pico passado 14 dias (66). Um
outro estudo, testou o efeito citotoxico do OC, in vitro e in vivo (em ratinho), como
um xeno-enxerto, nas concentragdes anteriormente descritas, sendo que a

viabilidade celular foi igualmente superior a 80% (71).

A viabilidade celular do biovidro utilizado, registou em quase todas as
concentragdes percentagens superiores a 70%, as quais estdo de acordo com
inumeros estudos ja realizados e que comprovam esta biocompatibilidade
(25,40). As duas concentragbes (0,5mg/mL e 1mg/mL) com valores inferiores
sao consideradas tdxicas para as células, e por isso sem qualquer aplicagéao a
nivel biomédico. Este bioceramico pelas suas propriedades estruturais e
biolégicas tem-se mostrado bastante promissor, sendo que atualmente ja

existem compostos em medicina dentaria a base de BV (40).

Nos resultados de citotoxicidade de ambas as amostras, podemos
analisar desvios padrdes, por vezes, mais aumentados, devido ao facto de a
amostra ser uma suspensao, ou seja, uma solugdo nao homogénea, e assim, a

dispersao das particulas nao € igual entre concentragdes.

A associacao de OC com os BV mostrou-se mais eficaz nas propriedades
antimicrobianas, nomeadamente para C. albicans, do que OC sozinho, podendo

ser aplicada em casos especificos de infegdo por este fungo. Estes resultados
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vao de encontro a outros estudos em que mostram que OC sozinho nao
apresenta atividade antibacteriana contra S. aureus e E. coli (6), por isso era

expectavel que semelhante acontecesse para C. albicans.

Futuramente, € necessario realizar o mesmo tipo de ensaio para E.
faecalis, uma vez que é a bactéria mais prevalente em casos de falha

endodéntica, e o HC se apresentar ineficaz contra este microrganismo.

Portanto, esta associagdo n&o seria benéfica sé a nivel biolégico, mas
também a nivel estrutural por tornar este material mais denso e mais resistente
(35), sendo esta ultima uma desvantagem do OC. Para aprimorar esta
associagao, a incorporagao de ides para potenciar propriedades antimicrobianas
e angionégicas (32), pode ser uma opcéao para futuras investigagdes. Existem
estudos onde a incorporacgao de ides zinco em HA proveniente de OC, mostrou
ser mais eficaz do que sozinha, nomeadamente para M. luteus , S. aureu, B.

cereus e S. flexnari (12).

Neste estudo, as nanoparticulas parecem ter especial énfase, por
conseguirem penetrar nos tubulos dentinarios, e assim terem um efeito
bloqueador, mas também por evitarem a proliferagcdo microbiana, e assim um
efeito inibidor (1).

A aplicacdo em medicina dentaria da associagao de BV com OC, mostrou
ser bastante promissora. Em diversos procedimentos dentarios, o objetivo é
formar uma barreira mineral de tecido duro (apexificagéo e revascularizagao) ou
a necessidade de se realizar regeneragdo Ossea (casos de perfuragéao
radiculares), ou mesmo protecdes pulpares. Todas estas situagdes poderiam ser
possiveis indicacdes para a utilizagdo de OC com BV, por apresentarem alta
capacidade de regeneragdo Ossea € mineralizagdo dos tecidos,
biocompatibilidade, viabilidade celular, ajudar no processo de angiogénese e nas

propriedades antibacterianas.

De acordo com a American Dental association a avaliagao da citotoxicidade
através de células sdao métodos aceites para testar a biocompatibilidade dos
materiais dentarios. Este tipo de testes através de metodologias precisas,
permite a avaliacdo de novos materiais € compreensdo dos seus mecanismos

de resposta in vivo, aumentando a seguranca na sua aplicagdo, sendo que o

45



contacto celular com o material pode simular as condigdes in vivo. Comparando
as vantagens dos ensaios de citotoxicidade in vitro aos estudos em animais e
humanos, in vitro é possivel o controlo do ambiente (pH, temperatura e pressao),
condigbes fisiologicas (concentragdes de nutrientes e hormonas), dose,
concentracao e tempos de exposicao. Além destas, a preservacéao, validagao da
origem, replicagdo e variabilidade, um menor custo, resultados mais rapidos,
auséncia de questdes éticas e a padronizagdo da metodologia. No entanto, estes
ensaios tém limitagdes, como o0 uso de células em monocamadas, nao sendo
fisiologico e reprodutivel da arquitetura tecidular in vivo. Assim, estes ensaios
sdo executados sem qualquer contacto com o organismo e as diversas
interagdes, que constituem a resposta bioldgica, estdo ausentes. Além disso, €
necessario ter em consideracédo que um resultado citotéxico in vitro pode néo ser
obrigatoriamente igual in vivo (72). Por isso, seria vantajoso numa proxima fase

caracterizar biologicamente a associagao de OC a BV in vivo.
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V. CONCLUSAO

O p6é de OC processado hidrotermalmente, em todas as concentragbes
testadas, ndo apresenta citotoxicidade para as células VERO. No entanto, o
biovidro com a constituicdo 65% SiO2; 20% CaO; 2% MgO; 4% SrO; 3% ZnO;
2% CuO; 4% P20s5, apresentou citotoxicidade em duas das dez concentragdes

testadas, 0,5mg/mL e 1Tmg/mL.

O biovidro mostrou-se mais eficaz na inibicdo de C. albicans do que OC
sozinho. Todavia, a associacdo de OC com BV registou uma reducgao

significativa no crescimento de C. albicans.

A aplicacdo deste tipo de material é, de facto, promissora na area da
endodontia, ndo s6 em medicagao intra-canal, mas também noutro tipo de

aplicagbes como na apexificagao, perfuragdes infra-0sseas.

Novas investigagbes sdo necessarias para aprimorar este material a nivel
bioldgico, testanto outros microrganismos, por exemplo E. faecalis ou testando
outra associagao a BV com composicao diferente. Também, de acordo com os
resultados obtidos a caracterizacdo deste tipo de material in vivo seria

promissora.

Este trabalho, que teve como objetivo a caracterizacéo bioldgica de materiais,
foi o primeiro a ser realizado na integra na Faculdade de Medicina Dentaria da
Universidade Catdlica de Viseu. Assim, permitiu o desenho e estabelecimento
de todos os protocolos que serdo uteis para trabalhos futuros com objetivos

semelhantes.
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ANEXOS

ANEXO 1: PREPARAGAO DO OC

Pesar 6 g de OC, sem a casca, (CaCOs — 100.087 g/mol)
correspondente a 0.06 moles de calcio;

Colocar o material no recipiente de aco inoxidavel revestido com teflon;
Adicionar ao recipiente a quantidade necessaria de fosfato de amoénia
(+/- 13,49 g) ((NH4)sHPO4 — PM = 132,06 g/mol) de modo a obter uma
razdo molar Ca/P = 0,33;

Colocar agua até perfazer cerca de dois tergos do seu volume interno;
Colocar o recipiente numa estufa a 150 °C durante 3-4 dias;

Secar e calcinar a 900 °C durante 1h;

Moer durante 1h em acetona, usando uma razdo material/bolas de
zirconia (10mm de diametro) de 1/10 e uma razao material/acetona
1/1;

Secar os pos moidos e fazer a identificacdo das fases formadas por

DRX (Difracao de raio x) e a distribuicao granulométrica das particulas.

ANEXO 2: CULTURA DE CELULAS VERO:

Descongelamento das células:

e Esterilizar o local de trabalho (cdmara de fluxo laminar);
o Acender a lampada UV por 20-30 min;
o Limpar a cdmara e o material com etanol 70%;
e Pipetar 5 mL de meio de cultura a 37 °C, para o frasco de cultura e
5 mL para o tubo Falcon;
e Descongelar o frasco contento as células a 37 °C (1-2 min) e
transferir para a camara de fluxo laminar;
e Transferir o conteudo do frasco, gota a gota, para o tubo falcon
contendo 5 mL de meio de cultura

e Centrifugar a 900 rpm por 5 min;
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Descarta o sobrenadante e suspender o pellet em 5 mL de meio de
cultura, com uma pipeta de Pasteur;

Transferir a suspenséao celular para o frasco de cultura contendo 5
mL de meio de cultura;

Agitar suavemente o frasco de cultura (movimentos horizontais

lentos) antes de coloca-las na incubadora (37 °C, 5% CO2);

Tripsinizacao:

Preparar a camara de fluxo laminar (acender a lampada UV por 20-
30 min, acionar a ventilagdo por 10 min, limpar a camara e as
matérias com etanol 70%);

Preparar o meio de cultura e incubar a 37 °C durante alguns
minutos;

Remover o meio antigo com uma pipeta sorolégica de 10 mL;
Adicionar gota a gota na parede do frasco de cultura 5 mL de PBS,
pré-aquecido a 37 °C, e misturar cuidadosamente para lavar a
cultura;

Remover o PBS;

Adicionar a Tripsina — EDTA (pré-aquecida a 37 °C) em varios
locais do frasco de cultura, proximo da parede

Girar o frasco até a Tripsina cobrir todo o fundo do frasco;

Deixa descansar na incubadora por 2 minutos;

Adicionar 6 mL de meio de cultura e suspender as células
Transferir a suspensao de células para um tubo falcon estéril de 15

mL;

Subculturas:

Pipetar o volume apropriado do meio de cultura para um novo
frasco de cultura, até a densidade de 1,0x10° células/ mL;
Adicionar gota a gota na parede do frasco de cultura, o volume
apropriado de suspensao de células;

Agitar suavemente o frasco (movimentos horizontais lentos) e
incubar (37 °C, 5% CO2);
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ANEXO 3: ENSAIO DE CITOTOXICIDADE: METODO RESAZURINA

Preparacao das células:

Esterilizar a camara, com luz ultravioleta durante 20 minutos
Limpar a superficies da camara com e etanol 70%;

Retirar as células da incubadora e analisa-las ao microscépio
invertido, par ver se tem uma boa confluéncia;

Retirar o meio (descartar ou com uma pipeta sorolégica de 10 mL);
Utilizando uma pipeta sorologicas, lavar as células com 5 mL de
PBS (2 vezes);

Remover o PBS;

Adicionar 2 mL de Trypsina EDTA, destacando as células das
paredes do frasco de cultura;

Incubar por 2,5 min (37°C, 5% COz2), ajudando na atuacdo da
trypsina;

Adicionar 6 mL de DMEM (com 10% FBS + 1% AA), parando a
tripsinizagao;

Transferir a suspensao células para um tubo falcon de 15 mL,;
Retirar 30 pL se suspenséo celular para um microtubo de 1,5 mL,;
Adicionar 30 pL de Trypan Blue, o Trypan Blue é um corante que

vai corar as células nao viaveis;

Contagem das células:

Num microscopio otico ou invertido, ver se a grelha do
hemocitometro aparece de forma clara;

Pipetar 10 pL da suspensao (células + TB) no hemocitometro
(fazendo up&down com a micropipeta para homogeneizar a
suspensao);

Levar ao microscopio;
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Contar as células viaveis (brilhantes) nos quadrantes (delimitados

a vermelho) como exemplificado na figura a baixo:

Fazer a soma do n° de células de cada um dos quadrantes e dividir
por 5;

Determinar a concentragédo da suspensao inicial;

Determinar o volume da nova suspensao celular;

Determinar a concentragcdo da nova suspensao celular;

Preparar a nova suspensao celular, de acordo com os calculos

obtidos anteriormente;

Preparacao para o ensaio:

Preparar a suspensao celular (X células + X mL DMEM) num tubo
falcon; (a quantidade de células e do meio DMEM vai depender da
quantidade de células que queremos no ensaio e dos calculos
anteriores;

Com uma pipeta, pipetar 50 uL da suspensdao em cada pocgo, &
recomendado fazer up&down a cada 3 pipetagens para que as
células nao fiqguem depositadas no fundo do tubo de falcon;

Os pogos da periferia devem conter agua estéril (nomeadamente,
as linhas A e H e as colunas 1 e 12), devido ao liquido dos pogos
da periferia ter a tendéncia de evaporar no processo de incubacgao;

A coluna 6 é o controlo positivo (células + PBS)
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A coluna 11 € o controlo negativo (sem células, ou seja, pogos
vazios)

Incubar a placa durante 24h, 37°C, 5% COz2 (até uma confluéncia
de 80-90%).

Preparar a suspensao de OC — 200 mg de OC em 1 mL de DMEM
incubar durante 24h, 37°C, 5% CO2

Preparar a suspensao de hidréxido de calcio — 200 mg de hidréxido
de calcio em 1 mL de DMEM incubar durante 24h, 37°C, 5% CO2
Fazer a diluicdo do OC e do hidréxido de célcio (como esta

representado abaixo)

B —
200 mg Osso de Choco 10ml PBS
+1mL Solugao inicial
DMEM(10%FBS+1%AA) 400pl/mL
T 1mL TmL mL mt 1mL 1mL
m
N AN N
200ul/mL 100ul/mL 50ul/mL 25ul/mL 12,5pl/mL 6,25pl/mL
Solugé&o inicial
400p1/mL
* Todos os eppendorf devem conter ** 50 vao ser avaliadas as
1ml de PBS antes da diluigdo & B .
i concentragdes a vermelho Created in BioRender.com bio

Pipetar a 50 pL de cada suspenséo (material + PBS) para cada

pogo correspondente a grelha abaixo indicada (figura 3)
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Incubar a placa durante 24h, 37°C, 5% COg;

Retirar a placa da incubadora;

Aspirar todo o meio de cultura, com a ajuda da bomba de vacuo
esterilizar a bomba de vacuo antes e depois da sua utilizag&o)
Adicionar 50uL de PBS, para a lavagem dos po¢os;

Aspirar o PBS;

Adicionar 50 yL de DMEM com 10% de resazurina;

Incubar por 2-3h (até a redugao da resazurina) (37°C, 5% CO3);
Retirar a placa da incubadora e ler a absorbancia a 570 e 600 nm,
no leitor de microplacas- Varioskan™ Lux multimode microplate
reader (Thermo Scientific ™)

Calcular a viabilidade celular de acordo com a equagao:
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ANEXO 4: ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Preparacao dos meios:

e Meio Luria Broth:

Pesar 5g de meio LB e juntar a 200mL de agua destilada.
Dissolver o meio na d4gua destilada e agitar bem usando
agitadores magnéticos e uma placa de agitacdo para ajudar a
dissolver o meio.

Colocar na autoclave em frascos de vidro com tampa a meia rosca
por 20 minutos a 121°C.

Distribuir meio em tubos previamente esterilizados dentro da
camara de fluxo laminar.

Ainda sob condi¢des de assepsia, transferir 10mL para um tubo
de ensaio, que vai servir para fazer o inoculo microbiano em meio

liquido.

e Meio Luria Agar:

Pesar 10g de meio LA e juntar a 250mL de dgua destilada.
Dissolver o meio na agua destilada e agitar bem usando
agitadores magnéticos e uma placa de agitagdo para ajudar a
dissolver o meio.

Ferver o meio em micro-ondas, agitando sempre para ajudar a
dissolver o meio.

Colocar na autoclave em frascos de vidro com tampa a meia rosca
por 20 minutos a 121° C.

Distribuir o meio em placas de Petri dentro da cdmara de fluxo
laminar ainda quente para evitar que solidifique dentro da

garrafa.
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Deixar as placas meio abertas dentro da cadmara para arrefecer

sem criar vapor de agua na tampa.

e Meio Sabouraud Dextrose Broth (SDB):

Pesar 9g de meio LB e juntar a 00mL de agua destilada.

Dissolver o meio na d4gua destilada e agitar bem usando
agitadores magnéticos e uma placa de agitacdo para ajudar a
dissolver o meio.

Colocar na autoclave em frascos de vidro com tampa a meia rosca
por 20 minutos a 121° C.

Distribuir meio em tubos previamente esterilizados dentro da
camara de fluxo laminar.

Ainda sob condi¢des de assepsia, transferir 10mL para um tubo
de ensaio, que vai servir para fazer o inoculo microbiano em meio

liquido.

e Meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA):

Pesar 9g de meio SDB e juntar a 300mL de agua destilada.

Pesar 4,5g de Agar e adicionar juntamente com o SDB & 34gua
destilada.

Dissolver o meio e o agar na agua destilada e agitar bem usando
agitadores magnéticos e uma placa de agitagdo para ajudar a
dissolver o meio.

Ferver o meio em micro-ondas, agitando sempre para ajudar a
dissolver o meio.

Colocar na autoclave em frascos de vidro com tampa a meia rosca
por 20 minutos a 1212 C.

Distribuir o meio em placas de Petri dentro da cdmara de fluxo
laminar ainda quente para evitar que solidifique dentro da

garrafa.

1. Deixar as placas meio abertas dentro da camara para arrefecer sem criar

vapor na tampa.

Preparacao dos inoculos microbianos:
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e Com uma ansa esterilizada nas chamas, retirar uma coldonia de
Enterococcus faecalis e de Candida albicans da placa previamente
preparada, sob condicdes de assepsia.

e Colocar a colénia num tudo de ensaio com 10mL de meio LB para o
Enterococcus faeclis e 10 mL de meio SDB para a Candida albicans.

e Fechar atampa do tubo e isolar com parafilme.

e Colocar na incubadora de agitacdo orbital overnight a 37°C e

aproximadamente 70rpm.

Preparacao do material de teste:

= Pesar 200mg de OC na balanca analitica e juntar com 1mL de meio
LB num microtubo e 1mL de meio SDB num outro outro.

= |ncubar overnight a 37°C e aproximadamente 70rpm.

* Na manha seguinte, centrifugar a 3500rpm durante 10 minutos.

» Fazer uma diluicdo em série do OC de acordo com a Figura 1:

“‘: 20ul - L
'.I _::II g > ::
| 3
200 mg Osso de 10mil
Choco + TmL solugdo Solugao inicial
Selugéo salina zalina A00pl/mL
CB+55

m imL Trml Tml mL 1m

N ; %

200ulfmL 00ul/mL S0ul/mL 23ulfmL 12, 5ul/mL 6,2 3ul/mL

Solugdo inicial
400p!mil

CB+SS

* Todos of eppendor devem contar

“* 50 vio ser avaliadas as
concentragdes a vermelho

Created in BioRender.com bio

67



Ensaio de atividade antimicrobiana:

Retirar 2,5mL da suspensdo microbiana previamente preparada no
tubo de ensaio e colocar num tubo de 15mL.
Centrifugar a suspensdo bacteriana a 10,000rpm por 5 minutos a
37°C.
Descartar o sobrenadante e adicionar 5mL de solugdo salina (NaCl
0.9%) ou PBS ao pellet obtido.
Resuspender o pellet na solucdo salina até obter uma mistura
homogénea.
Fazer a leitura da densidade 6tica dessa suspensao celular (+ solugdo
salina) no espectrofotémetro a 600nm.
o Pipetar 1000pL de meio LB numa cuvette para fazer a leitura
do zero.
o Fazer o vortex da suspensdo bacteriana para que as bactérias
estejam misturadas uniformemente por toda a solucao.
o Pipetar 1000uL da suspensdo bacteriana para uma cuvette
sob condic¢Oes de assepsia.
o Posicionar a cuvette no local indicado no espectrofotometro.
Pipetar 40uL de solucdo salina estéril em cada poco.
Pipetar 50uL das concentracGes a serem testadas da amostra (OC) em
cada pogo da placa Multiwell de acordo com o esquema abaixo.
Gradiente azul: adicionar 50uL (de cada suspensdo OC):
400ug/mL;100ug/mL; 25ug/mL e 6,25ug/mL; Controlo positivo:

suspensdo bacteriana sem presencga de amostra.
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= Pipetar 10uL da suspensdo bacteriana que contém a densidade 6tica

desejada em cada pocgo e resuspender.

= |ncubar a placa Multiwell na incubadora de agitacdo orbital a 37°Ce

aproximadamente 70rpm por 1 hora.

= Retirar a placa da incubadora apds a incubagdo e fazer diluigdes

decimais da solucdo (OC + Enterococcus faecalis e OC + Candida
Albicans) em condicGes de assepsia:

o Retirar 50uL de solugdo (OC + Enterococcus faecalis e OC +
Candida Albicans) de cada poco e transferir para um
microtubo com 450uL de solugdo NaCl;

o Retirar 10puL da solugdo anterior e transferir para um
microtubo com 90 pL de solucdo salina, resultando numa
diluicdo de 1:10 que serda denominada se solucdo inicial para

as diluicdes.
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o Retirar 10puL da solucdo inicial e transferir para o microtubo

com os 90puL de solugdao NaCl e prosseguir com a diluicao em

série, sempre retirando 10uL de um microtubo para o outro:

Retirar 50pl de
solug3o de cada
pogo

450p
solucao
salina

Solugdo inicial
10p! solugdo + 90p
solugdo salina

Solugio inicial
1:10

* Todos os eppendofs
devem conter 90ul de
solugdo salina

_— 0L 100L 10pL 10pL 10pL 10pL

** Esse processo é repetido para cada pogo que contem
diferente concentracoes da amostra de teste e as
respetivas replicas

*** g0 vao ser avaliados as diluigbes a
vermelho

Created in BioRender.com bio

»  Apos as diluicdes, retirar 10ulL das diluicdes a serem testadas (1072,

104, 10, 10®) e pipetar em forma de gota uniforme nas placas de

Petri com meio LA previamente preparadas e esperar secar ainda em

condi¢Oes de assepsia.

® |ncubar as placas de Petri com a tampa voltada para baixo, de modo

a evitar condensacao, por 24 horas a 37°C numa estufa.

= Analisar os resultados apds as 24 horas, contando a formacdo de

coldnias (UFC).

= Calcular o logaritmo das UCG por mL (Log(UCF(mL)), de acordo com a

seguinte formula:

N2colbnias

UCF/mL =
/m Volume * Diluicdo

Equacéo 3: n° de colonias = n° colénias em cada gota; volume= volume semeado de

cada gota em m; diluicdo=Diluicdo na qual foram contadas o numero de colbnias.
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