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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar o potencial bioativo da
sinvastatina (SV), aplicada por diferentes periodos sobre cé-
lulas da polpa dental humana (HDPCs). Para isto, HDPCs em
80% de confluéncia (n=6) foram tratadas com meio osteogénico
suplementado com 0,01 uM de SV pelos periodos de 24 h, 72
h ou continuamente por até 21 dias. No controle negativo, as
células foram mantidas em meio osteogénico. A viabilidade ce-
lular (MTT) foi avaliada em periodos de 1, 3, 7, 14 e 21 dias, e
a deposicdo de matriz mineralizada (alizarin red) apds 14 e 21
dias de cultivo celular. Os dados foram submetidos aos testes
ANOVA e Tukey (a=5%). Foi observado que nos periodos de 1,

3, 7 e 14 dias ndo houve diferenca significativa na viabilidade
das células submetidas aos tratamentos com SV em comparagao
ao controle (p<0,05); no entanto, redugao tardia foi observada
aos 21 dias para as células tratadas com SV por 72 h ou de modo
continuo (p<0,05). Em contrapartida, aumento na deposi¢ao de
matriz mineralizada foi observado para o tratamento continuo
com SV aos 21 dias, quando comparado ao controle (p<0,05). Foi
possivel concluir que o tratamento continuo de células pulpares
humanas com 0,01uM de SV foi capaz de bioestimular a deposi-
¢ao de matriz mineralizada in vitro.
PALAVRAS-CHAVE: Sinvastatina; Polpa dentaria; Dentina.

INTRODU(;AO

Uma vez rompida a integridade estrutural da dentina, seja
por um processo de carie ou trauma, a polpa exposta deve ser
submetida a uma terapia especifica, cujo objetivo principal é res-
tabelecer sua vitalidade e fungao, desde que a mesma apresente
caracteristicas clinicas e radiograficas que demonstrem sua ca-
pacidade de reparo'. Por muitos anos, diferentes formulagdes
de hidroxido de calcio foram amplamente estudadas, sendo este
agente considerado padrao-ouro para comparar a resposta de
novos materiais dentérios desenvolvidos para aplicagao direta
em polpas expostas®™.

A acao biolodgica do hidréxido de cdlcio na polpa parece es-
tar associada a sua solubilidade e potencial caustico®. Ao ser
aplicado diretamente sobre a polpa exposta, este produto cau-
sa aumento do pH local, resultando em intensa inflamagao e
necrose superficial deste tecido conjuntivo especializado®. Se-
gundo Graham et al.” (2006), a alcalinidade do hidréxido de
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calcio provoca a dissolugao do substrato dentindrio adjacente a
ferida, levando a liberacdo de moléculas bioativas presas neste
tecido mineralizado. Essas moléculas, quando em contato com
o tecido pulpar, atuariam diretamente na migragao de células
mesenquimais para a periferia da polpa e na indugao de sua di-
ferenciagao em células odontoblastoides, capazes de sintetizar
e depositar dentina reparadora no local®. No entanto, diversos
estudos histopatoldgicos do tecido pulpar exposto submeti-
do ao capeamento com hidréxido de calcio demonstram que
a deposicao de dentina reparadora abaixo da drea de necrose
tecidual é decorrente do potencial regenerativo intrinseco do te-
cido pulpar adjacente e ndo exclusivamente pela agao do agente
capeador®.

Apesar do hidréxido de calcio ser um produto ainda ampla-
mente utilizado na Odontologia Restauradora, o crescimento
dos conhecimentos na area de biologia pulpar, associado a no-
tavel evolugao no campo da engenharia tecidual e biotecnologia,
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tornou imprescindivel que o material a ser aplicado sobre a pol-
pa exposta apresente potencial bioativo e citocompativel, esti-
mulando o processo de regeneragdo do tecido pulpar’. Desta
forma, o desenvolvimento de biomateriais forradores com po-
tencial para interagir com o complexo dentino-pulpar e atuar
positivamente na manutencao da vitalidade da polpa, através
da modulacao de suas células especificas, tem sido a proposta
de iniimeras pesquisas nos ultimos anos’.

Nesta ultima década, alguns pesquisadores tém sugerido o
uso de substancias bioativas como potenciais coadjuvantes para
o procedimento clinico de capeamento pulpar direto'®'. A sin-
vastatina (SV), droga amplamente empregada no tratamento de
hipercolesterolemia, tem emergido como um potente bioestimu-
lador do processo de sintese e mineralizagao de matriz 6ssea/
dentinaria, visto que além de oferecer seguranga de uso, tam-
bém tem custo relativamente baixo'™". Diante desse contexto, o
objetivo do presente estudo in vitro foi avaliar a citocompatibi-
lidade e a bioatividade da sinvastatina em diferentes periodos
de tratamento sobre células da polpa dental humana (HDPCs),
particularmente quanto ao potencial desta droga de induzir a
deposi¢ao de matriz mineralizada.

MATERIAL E METODO

Cultura celular

Apos aprovagao do Comité de Etica em Pesquisa da Fa-
culdade de Odontologia de Araraquara - UNESP (CAAE:
30939314.5.0000.5416), quatro terceiros molares inclusos ou
semi-inclusos recém-extraidos foram obtidos de um voluntario
(sexo masculino; 18 anos de idade) atendido na Clinica de Ci-
rurgia da mesma Faculdade. Para participagao na pesquisa, o
paciente assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Dentes com cérie, doenga periodontal ou altera¢gdes endodon-
ticas nao foram incluidos no estudo. Apds a extragao, os den-
tes foram acondicionados imediatamente em tubos contendo
a-MEM (GIBCO, Grand Island, NY, EUA) suplementado com
100 U/mL penicilina, 100 g/mL estreptomicina e 0,25 g/mL fun-
gizone (GIBCO, Grand Island, NY, USA). Em capela de fluxo
laminar, o tecido pulpar foi removido com limas endodonticas,
sendo este picotado com lamina de bisturi, e os fragmentos incu-
bados a 37°C por 1 h com 3 mg/mL de colagenase tipo I (Sigma
Chemical Co. Sant Louis, MO, EUA) em tampao fosfato (PBS;
GIBCO, Grand Island, NY, USA). As células foram entdo transfe-
ridas para garrafas de cultura de 25 cm? (Corning Inc., Corning,
NY, EUA) contendo meio de cultura a-MEM (suplementado
com 100 IU/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 2
mmol/L de glutamina; GIBCO, Grand Island, NY, EUA) com
10% de soro fetal bovino (SFB; GIBCO, Grand Island, N, USA),
e incubados a 37°C e 5% de CO, durante 3 h. Em seguida, as cé-
lulas aderentes foram cultivadas e subcultivadas em garrafas de
cultura celular com meio de cultura a-MEM completo. Células
entre a 3° e 7° passagens foram empregadas no estudo. A iden-
tificagao das células tronco na cultura primaria de polpa dental
foi realizada através de teste de imunofluorescéncia de acordo
com Soares et al.”® (2017). Assim, a cultura celular utilizada no
presente estudo representa uma cultura mista de células pulpa-
res com a presenca de uma subpopulagao de células mesenqui-
mais indiferenciadas.
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Procedimento experimental

Células HDPCs foram semeadas em placas de 96 comparti-
mentos (Corning Inc., Corning, NY, EUA) em a-MEM com 10%
de SFB, na densidade de 5.000 células/compartimento durante
24 h a 37°C e 5% CO,. Apds este periodo, as células foram sub-
metidas a diferentes tratamentos, de acordo com os grupos ex-
perimentais demonstrados na Tabela 1. Desta maneira, as células
foram incubadas em meio osteogénico (a-MEM com 10% SFB,
suplementado com -glicerofosfato e acido ascérbico; Sigma
Chemical Co., Sant Louis, MO, EUA), suplementado ou nao com
0,01 uM de SV (Sigma Chemical Co., Sant Louis, MO, EUA), por
periodos de até 21 dias. Nos grupos tratados com SV por 24 ou
72 horas, decorrido este periodo de incubagao com SV, as célu-
las foram cultivadas em meio osteogénico sem adigao da droga.
Nos grupos com tratamento continuo de SV, as células foram
cultivadas em meio osteogénico com adi¢do da droga durante
todo o periodo experimental (meio foi renovado a cada 48 h). O
grupo controle negativo foi mantido em meio osteogénico sem
adicao da droga.

Tabela 1 - Grupos experimentais de acordo com o periodo de tratamento com
sinvastatina (SV)

Grupos Periodo de tratamento com SV
Controle -

SV24h 24 h

SV72h 72h

SVCont Continuo

Avaliag¢do da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de MTT (n=6)
apos 1, 3, 7, 14 e 21 dias. Em cada periodo de analise, as células
foram incubadas por 4h em meio de cultura suplementado com
10% da solugao de MTT (5 mg/ml; Sigma-Chemical Co., Sant
Louis, MO, EUA). Apos este periodo, os cristais de formazan
produzidos foram dissolvidos em isopropanol acidificado (Que-
mis, Indaiatuba, SP, Brasil) e a solugao resultante analisada em
leitor de absorbancia a 570 nm (Synergy H1, BioTek, Winooski,
VT, USA). O valor médio de absorbancia do grupo controle nega-
tivo no periodo de 1 dia foi considerado como 100% de viabilida-
de celular, sendo os valores em porcentagem dos demais grupos
experimentais calculados a partir deste parametro”.

Avaliacdo da deposi¢cdo de matriz mineralizada

A deposicao de matriz mineralizada foi avaliada pelo teste de
Alizarin Red (n=6) aos 14 e 21 dias. A cada periodo de andlise, as
células foram fixadas com etanol 70% a 4°C por 1 h e incubadas
com solucao de Alizarin Red (40 mM, pH 4,2; Sigma Chemical
Co., Sant Louis, MO, EUA). Ap0s este periodo, as células foram
lavadas com agua deionizada, e a formagao dos nédulos foi ava-
liada por microscopio de luz (Olympus BX51TF, Tokio, Japao).
Imagens da formacgao de nédulos de mineralizagao foram obti-
das em um aumento de 4x. Em seguida, foi aplicada a solucao
de cloreto de cetilpiridineo (10 mM, pH 7.0; Sigma Chemical
Co., Sant Louis, MO, EUA) para dissolucao dos nédulos, sendo
a absorbancia da solugao resultante avaliada a 560 nm (Synergy
HI1, Biotek). Para esta analise, o grupo controle aos 14 dias foi
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considerado como 100% de marcacao, sendo os valores em por-
centagem dos demais grupos experimentais calculados a partir
deste parametro’.

Andlise estatistica

Os experimentos foram realizados em duplicata a fim de ga-
rantir a reprodutibilidade dos resultados observados. Diante na
normalidade dos dados, estes foram submetidos ao teste ANO-
VA two-way, seguido pelo teste de Tukey para avaliacao da di-
ferenca estatistica entre os grupos experimentais. Todos os testes
foram fixados a um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Viabilidade celular

Tal como observado na Figura 1, aumento significativo da
viabilidade celular ocorreu para todos os grupos experimentais
ao longo do tempo (p<0,05). Apesar de nao haver diferenca sig-
nificativa entre os grupos até o periodo de analise de 14 dias
(p>0,05), redugao tardia da viabilidade celular foi observada
para os grupos tratados por 72 h ou continuamente com SV 0,01
UM em relacao ao grupo controle aos 21 dias (p<0,05).

Deposicio de matriz mineralizada

De acordo com a Figura 2, no periodo de analise de 14 dias
nao houve diferenca significativa entre os grupos experimentais
(p>0,05); porém, aumento significativo da deposicao de matriz
mineralizada foi observado para o grupo tratado continuamente
com 0,01 uM de SV em relagdo ao grupo controle ap6s 21 dias
em cultura (p<0,05). Imagens da formagao de nddulos de mine-
ralizagdo no periodo de analise de 21 dias estdo demonstradas
na Figura 3.

DISCUSSAO

Diversos estudos tém demonstrado que o contato direto da
SV sobre células mesenquimais indiferenciadas (MSCs) da polpa
acelera a diferenciacao odontogénica, sendo observada a forma-
¢ao de matriz mineralizada in vitro'%132022 ¢ in vivo'*'7. Estudos
in vitro também demonstraram que a diferenciagao odontogéni-
ca é mais pronunciada quando baixas concentrag¢des de SV (0,01
a 0,1 uM) sao empregadas, enquanto que elevadas concentracdes
(1 a 10 uM) causam efeitos citotoxicos!®13%, No entanto, estes
autores avaliaram apenas o tratamento continuo das células com
a SV. Desde que a SV deve ser incorporada a biomateriais que
promovam sua libera¢ao no sitio de aplicagao para entao mo-
dular a regeneragao da dentina mediado por células residentes,
é importante verificar se esta droga apresenta efeito tardio nas
células pulpares apds curtos periodos de tratamento. Portanto, o
objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do pré-tratamento
ou do tratamento continuo com SV a 0,01 pM sobre a viabilidade
e capacidade de deposi¢do de matriz mineralizada por células
da polpa dental humana.

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, foi
observado que o tratamento com SV nao causou efeito citopati-
co nos periodos de analise 1, 3, 7 e 14 dias; porém, reducao da
viabilidade celular foi observada para os grupos tratados por 72
h ou de modo continuo com SV em relagdo ao grupo controle
ap6s 21 dias em cultura. Okamoto et al. ® (2009) e Jia et al. V”
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Figura 1-Meédia e desvio padrao dos valores da viabilidade celular (%) dos grupos
experimentais nos periodos de analise (n=6; ANOVA a dois critérios e teste de
Tukey; p<0,05). Diferentes letras maitisculas indicam diferenca significante entre
os periodos de analise para cada grupo experimental. Diferentes letras mintisculas
demonstram diferenga significante entre os grupos dentro de cada periodo de ana-
lise. Ntimeros representam valores médios (%) de viabilidade celular.
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Figura 2 - Média e desvio padrado dos valores da deposi¢do de matriz minerali-
zada (%) dos grupos experimentais nos periodos de andlise (n=6; ANOVA a dois
critérios e teste de Tukey; p<0,05). Diferentes letras maitisculas indicam diferenca
significante entre os periodos de analise para cada grupo experimental. Diferentes
letras mintisculas demonstram diferenca significante entre os grupos dentro de
cada periodo de analise. Numeros representam valores médios (%) de marcagao
positiva para alizarin red.

Figura 3 - Imagens obtidas em microscopia de luz invertida (4x) representativas
do ensaio de alizarin red. Observa-se que o tratamento continuo com 0,01 uM
de SV apresentou nédulos de mineralizagdo maiores (em vermelho) que aqueles
observados nos demais grupos experimentais.
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(2016) observaram reducao da viabilidade de células tronco da
polpa dental humana (hDPSCs) apds 5 dias de tratamento con-
tinuo com 1 uM SV comparado ao grupo controle negativo; em
Contrapartida, os autores demonstraram aumento na expresséo
de marcadores especificos do processo de sintese e deposicao
de matriz mineralizada sob estas mesmas condi¢des. Resultado
similar foi observado no presente estudo, desde que os maiores
valores de deposicao de nddulos de mineralizacao foram obser-
vados para os grupos tratados continuamente com 0,01 uM de
SV. Desse modo, parece que a bioatividade sobre as células pul-
pares possa estar relacionada com uma redugao na capacidade
proliferativa em periodos tardios. Isto pode ser confirmado por
estudos anteriores**?, onde é observado que células em processo
de diferenciagao apresentam reducao na sua proliferacao.

Quanto a deposi¢ao de matriz mineralizada, foi observado
que apo6s 21 dias esta atividade celular estava aumentada ape-
nas para o grupo tratado continuamente com 0,01 uM de SV
comparado ao grupo controle negativo. Okamoto et al.'” (2009)
relataram aumento na deposicao de matriz mineralizada quan-
do hDPSCs foram tratadas continuamente com 0,1 pM de SV
por 7 dias e entao transplantadas para o tecido subcutaneo de
ratos imunocomprometidos. Min et al. ! (2010) e Lee et al. *
(2012) também demonstraram aumento na formacdo de matriz
mineralizada quando hDPSCs foram tratadas continuamente
por 14 dias com 0,1 uM de sinvastatina. O mecanismo de ag¢ao
envolvido na indugao de sintese e deposicao da matriz mine-
ralizada na presenca de SV parece estar relacionado, ao menos
em parte, a ativagdo da via de sinalizagaio MAPK/ERK, a qual
estd intimamente ligada ao processo de diferenciagao osteo/
odontogénica'>*%.

Apesar de Asl Aminabadi et al.™* (2013) observarem que con-
centracdes de 1 a5 uM de SV associadas a uma pasta de carboxi-
metilcelulose de sddio (material inerte) estimulam a formagao de
barreira mineralizada no tecido pulpar de dentes deciduos; me-
nores concentragdes de SV induziram maior deposigao de matriz
dentindria e causaram menor rea¢ao inflamatdria na regiao da fe-
rida pulpar. Jia et al."” (2016) também demonstraram aumento da
mineralizag¢ao in vivo quando a SV (1 puM) foi aplicada em dentes
de caes submetidos a pulpotomia; entretanto, esta concentracao
suprimiu a proliferagao de células pulpares humanas in vitro.

Desta maneira, baseado nos resultados do presente estudo,
bem como de pesquisas anteriores, é possivel sugerir que bai-
xas concentra¢des de SV além de seguras e citocompativeis,
também sao capazes de bioestimular células pulpares humanas
contendo uma subpopulacao de células MSCs no processo de
formacao de matriz mineralizada. Porém, é necessaria a pre-
senga de baixas dosagens desta droga, por longos periodos de
tempo para promover o aumento na deposi¢ao de matriz mine-
ralizada, uma vez que foi constatado no presente estudo que o
pré-tratamento das HDPCs com 0,01 pM de SV ndo apresentou
efeito bioativo.

A liberagao continua de baixas dosagens de SV a partir de
biomateriais que funcionem como uma matriz extracelular tem-
poraria parece ser uma alternativa interessante para a engenha-
ria tecidual aplicada a regeneracao do complexo dentino-pulpar.
Pesquisas recentes demonstraram resultados animadores para a
modulacao da regeneragao do tecido dsseo por células tronco da
medula dssea, a partir de scaffolds com liberagdo controlada de
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baixas dosagens de SV#%. Desta forma, o emprego da SV apre-
senta-se como uma alternativa promissora em substitui¢ao ao
tratamento convencional do tecido pulpar exposto, permitindo
que as MSCs da polpa dental migrem para o interior do bioma-
terial e se diferenciem em células odontoblastdides, as quais sao
responsaveis pela sintese, deposicao e mineralizagdo de matriz
dentindria rica em colageno. Dentro dessa proposta, espera-se
que ocorra uma liberagdo controlada de concentrag¢des bioativas
e citocompativeis de SV, auxiliando na protecao e restabeleci-
mento da normalidade estrutural e homeostasia do complexo
dentino-pulpar.

CONCLUSOES

De acordo com a metodologia empregada neste estudo in vi-
tro, foi possivel concluir que, o tratamento continuo com sinvas-
tatina a 0,01 uM apresenta potencial bioativo e citocompativel
sobre células pulpares humanas em cultura, particularmente
estimulando a deposi¢ao de matriz mineralizada.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the bioactive poten-
tial of simvastatin (SV), applied during different periods on hu-
man dental pulp cells (HDPCs). For this, HDPCs at 80% conflu-
ency (n=6) were treated with osteogenic medium supplemented
with 0.01 uM SV for periods of 24 h, 72 h or continuously up to
21 days. In the negative control group, the cells were cultivated
in osteogenic medium. The cell viability (MTT) was evaluated
after 1, 3, 7, 14 and 21 days, and the mineralized matrix deposi-
tion (alizarin red) was assessed at 14 and 21 days of cell culture.
Data were submitted to ANOVA and Tukey’s test (a=5%). No

significant difference in cell viability was observed at 1, 3, 7 and
14 days for the cells exposed to SV compared to negative control
(p<0.05); however, significant reduction was observed at 21 days
for cells treated with SV during 72 h or continuously (p<0.05). On
the other hand, increase in mineralized matrix deposition at 21
days was observed for cells treated continuously with SV when
compared to control (p<0.05). It was possible to conclude that the
continuous treatment of human pulp cells with 0.01 uM of SV
was able to biostimulate mineralized matrix deposition in vitro.
KEYWORDS: Simvastatin; Dental pulp; Dentin
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