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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi sintetizar e caracterizar um material
reparador para uso endodbéntico com propriedades anti-inflamatéria,
antimicrobiana e remineralizante. A pasta experimental tem como propdsito ser
um sistema carreador de farmacos para regides de dificil acesso em
Odontologia. A apresentagdo do material € em forma de pé:liquido. No pé se
encontra a-fosfato tricalcico, tungstato de calcio e microesferas de amoxicilina
(AMX-MS), ja no liquido estdo contidas nanocapsulas de indometacina (IndOH-
NC). A pasta experimental foi testada em relagdo a suas caracteristicas fisico-
quimicas e biologicas. As AMX-MS obtiveram tamanho de 1,604 ym + 0,08,
forma esférica confirmada por MEV e teor da droga foi 1,63 mg g™'. As IndOH-
NC obtiveram tamanho de 162 + 7,5 nm e forma esférica confirmada por MET. O
teor do farmaco foi de 1 mg mL™" + 0,02. O escoamento da pasta foi de 18.56 +
0.29, a espessura de pelicula obtida foi 33 ym e radiopacidade de 1,81 mmAl. A
pasta experimental demonstrou atividade antibacteriana contra o Enterococcus
faecalis. A maior concentracdo de pasta experimental apresentou o maior valor
em relacdo a viabilidade celular, com 187,03% no teste SRB. A atividade da
enzima fosfatase alcalina e a formacédo de ndédulos mineralizados obtiveram um
gradual aumento em fungdo do tempo. A migracdo celular demonstrou
fechamento da ferida, e a pasta experimental foi capaz de acelerar o processo

(p<0.05). Em conclusao, a pasta experimental demonstrou propriedades fisico-



quimicas e biologicas confiaveis, podendo ser um material promissor para o

reparo da regido periapical.

Palavras-chave: Microesferas. Amoxicilina. Nanocapsulas. Indometacina.

Sistemas de Liberagado de Medicamentos. Bioatividade. Biocompatibilidade.



ABSTRACT

The aim of this study was to synthesize and characterize a new reparative
material with anti-inflammatory, antimicrobial and remineralizing properties. The
reparative material was developed to be a drug delivery system for regions with
difficult access in Dentistry. The formulation is presented in powder/liquid. The
powder is composed of a-tricalcium phosphate, calcium tungstate and amoxicillin
microspheres (AMX-MS). The liquid is composed of nanocapsules containing
indomethacin (IndOH-NC). The physicochemical and biological properties of the
experimental endodontic paste were evaluated. The AMX-MS obtained a mean
size of 1.604 ym = 0.08, spherical shape and the encapsulation capacity was
1.63 mg g"'. IndOH-NCs obtained a mean size of 162 + 7.5 nm and spherical
shape confirm by MET. The content of the encapsulated drug was 1 mg mL™ +
0.02. The experimental paste flow was 18.56 £ 0.29 mm, mean film thickness
was 33 uym and radiopacity equivalent to 1.81 mmAl. The experimental paste
showed antibacterial activity against Enterococcus faecalis. The highest
concentration of experimental paste presented the highest value in cell viability
(187.03% in SRB test). The activity of the phosphatase alkaline enzyme and the
formation of mineralized nodules showed a gradual increase as a function of
time. Cell proliferation showed continuous wound closure, and the experimental
paste was able to accelerate the process (p<0.05). In conclusion, the
experimental paste demonstrated reliable physicochemical and biological

properties, and it could be a promising material for periapical region repair.



Keywords: Microspheres. Amoxicillin. Nanocapsules. Indomethacin. Drug

Delivery Systems. Bioactivity. Biocompatibility.



SUMARIO

1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA ... s nnnanes 13
2. OBUETIVO... i eeirrrnnsssn s ssss s sss s s s aas s s s annn e s 19
3. MANUSCRITO.....ceiiiiiiieerrr s s s s 20
3.1 MANUSCRIPT ..t ass e ans s s s s 21
4. CONSIDERAGOES FINAIS ......ooceeerereereresesesesesesesssesesssssessssssesssassssssssanaes 22

REFERENCIAS ........ccoieirererereeeeeeresesssasassesesesssasasasssasasssesssesssssssssassasssssssnans 25



13

1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

Diversos materiais sao utilizados na terapia endoddntica como medicagao
intracanal e para o reparo de estruturas danificadas. Idealmente eles devem
apresentar potencial bactericida, bacteriostatico e antiinflamatério, mantendo as
propriedades de biocompatibilidade (MORTAZAVI e MESBAHI, 2014). Ainda,
almejam-se materiais inteligentes, no qual ajudem nos processos de reparo
celular apresentando capacidade de regulamentar a bioatividade no tecido alvo
e n&o sendo inerte ao microambiente (LEGEROS, 2008). Para isto, é necessario
compreender as estratégias de tratamento disponiveis aliadas ao conhecimento
de quais sao os microorganismos envolvidos no processo, bem como das
propriedades dos medicamentos utilizados.

O objetivo do tratamento endodbéntico € a remogdo das bactérias
presentes no conduto radicular, tratar inflamacdes crbnicas e aliviar a dor
associada (TRAIRATVORAKUL e DETSOMBOONRA, 2013; CARROTTE,
2015), sendo o insucesso desse tratamento a permanéncia dos
microorganismos dentro dos condutos radiculares (NAIR, 2014). A estratégia de
diagnodstico e terapéutica utilizados frequentemente na Endodontia tem sido
baseada principalmente em aspectos clinicos e radiograficos, auxiliados por
exames complementares sempre que necessario (ESTRELA et al., 2014). O
grande desafio envolve a utilizacdo de protocolos eficazes para a
descontaminagao bacteriana em areas de dificil acesso, como € encontrado no
tratamento endodéntico de dentes permanentes como de dentes deciduos. Além

disso, existem dificuldades particulares no tratamento de dentes deciduos, a



14

polpa pode ser envolvida por carie antes que na denticdo permanente,
principalmente pela sua anatomia interna, na qual os cornos pulpares sdo mais
evidentes (CARROTTE, 2005). Fatores anatémicos como menor calibre e
comprimento dos canais radiculares, presencga de canais tortuosos, colaterais e
delta apicais, presenca de foraminas na regido de furca e ainda constantes
modificagdes da topografia interna dos condutos radiculares durante a rizolise
podem dificultar o processo de desinfeccdo e tratamento endodéntico
(CARROTTE, 2005).

A correta instrumentagdo e irrigacdo combinadas com a medicagéo
intracanal, pode diminuir significativamente a populagdo de microrganismos
dentro dos canais radiculares infectados (ZHANG et al., 2009). O biofilme
endoddntico possui uma microbiota diversificada, entre os microorganismos
mais comumente encontrados esta o Enterococcus faecalis, que possui uma alta
capacidade de formar biofilme sob diferentes condigbes ambientares e
nutricionais (JHAJHARIA et al., 2015). A prevaléncia do microrganismo E.
faecalis em dentes que necessitavam retratamento endodéntico devido a nao
regressdo da lesdo periapical foi de 38% segundo um estudo (Wang et al.,
2012). Considerando que € impossivel eliminar completamente a flora
infecciosa, e em razao disso, o uso de materiais endodbnticos que possuem
atividades farmacoldgicas no local, tais como ag&o antimicrobiana € considerada
relevante (ZHANG et al., 2009; REZENDE et al., 2016). Portando, a medicagé&o
intracanal entre sessdes € uma etapa de suma importdncia no tratamento

endodéntico, para a reducgao significativa de bactérias nos canais radiculares
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(BYSTROM e SUNDQVIST, 1981).

Os materiais mais utilizados como curativos ou reparadores no combate
de processos infecciosos de origem endododntica sdo pastas como a pasta
Guedes-Pinto, composta por Rifocort®, paramonoclorofenol canforado (PMCC)
e iodoformio, com agao anti-inflamatdria e antimicrobiana com uso especifico
para dentes deciduos (GUEDES-PINTO et al.,, 1981) e o hidréxido de calcio
como medicagédo intracanal de escolha para dentes permanentes (ESTRELA et
al.,, 1999). As pastas iodoformadas s&o facilmente reabsorvidas e ndo causam
prejuizo ao germe do dente permanente, contudo, apresentam algumas
limitacbes como a baixa radiopacidade e o desencadeamento de reacio
inflamatéria (MAGALHAES et al., 1991). Outra alternativa sendo o hidréxido de
calcio, possui efeito antimicrobiano, € reabsorvido facilmente e nao causa
reacao de corpo estranho, porém, possui limitado efeito antiinflamatorio (MANI et
al., 2000; SRINIVASAN et al., 2006).

Na tentativa de contornar os problemas dos materiais reparadores
disponiveis no mercado, novos materiais tém sido propostos, como a pasta
endodontica com sistema carreadores de farmacos do presente estudo. A
apresentacao do pasta endoddntica experimental € em forma de pé:liquido, em
que no pé se encontra a-fosfato tricalcico (a-TCP), tungstato de calcio e
microesferas de amoxicilina (AMX-MS), ja no liquido estdo contidas
nanocapsulas de indometacina (INndOH-NC). Os dispositivos bioativos dos
sistemas carreadores de farmacos podem ter dimensdes micro ou nanométricas,

podendo-se utilizar de nanocapsulas e/ou microesferas, que diferem entre si na
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sua composi¢cao e organizagao estrutural. As nanocapsulas sao constituidas por
uma parede polimérico disposta ao redor de um nucleo oleoso contendo o
farmaco, para este tipo de particula normalmente estdo contidos farmacos
lipofilicos. Por outro lado, as microesferas, que nao apresentam o6leo em sua
composicao, sao formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar
retido ou adsorvido na superficie da rede polimérica, comumente utilizada para
farmacos hidrofilicos (MORA-HUERTAS et al., 2010).

A indometacina € um farmaco que esta principalmente adsorvido em
capsulas em funcdo de seu valor de log D (OLIVEIRA et al., 2013). A
amoxicilina, por ser um farmaco hidrossoluvel, &€ carreada em esferas. A
liberacdo dos farmacos ocorre por dessorgdo dos agentes presentes na
superficie da particula, pela difusdo das substancias através da parede
polimérica da capsula, pela erosdo da parede de polimero da particula ou, ainda,
pela combinagdo dos processos de difusao e erosdo (SOPPIMATH et al., 2001).

Considerando situagdes inflamatorias, a indometacina € um agente anti-
inflamatorio ndo esteroide (AINE), cujo mecanismo de agédo é a inibicdo da
sintese de prostaglandinas, por bloqueio reversivel da agao das cicloxigenases 1
e 2 (COX- 1 e COX-2) (SUMM e EVERS, 2013). Apesar do seu valor
terapéutico, o uso sistémico de AINEs é cauteloso, por possuir agao nao-seletiva
das enzimas COX-1 e COX-2, o que pode causar efeitos adversos,
principalmente intestinais e gastricos (CHEN e DRAGOO, 2013).

Em situagdes de contaminacéo bacteriana, a amoxicilina, € um composto

semi-sintético, beta-lactdmico e bactericida (RAVAL et al., 2010), cuja agao se
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deve a inibigdo da sintese da parede celular (BAER e MAKI, 2010). A
amoxicilina se destaca na Odontologia por ser de amplo espectro, baixa
toxicidade, baixo custo e alta eficacia, inclusive contra E. faecalis (FONTANA et
al., 1990; PINHEIRO et al., 2004)

No sentido de propiciar reparo de lesdes, ha diferentes tipos de fosfato de
calcio que tém sido utilizados como biomateriais. Um dos fatores que pode
predizer o comportamento da pasta € a solubilidade dos fosfatos de calcio em
agua, que ¢é inversamente proporcional a relacdo Ca/P do composto
(DOROZHKIN, 2013). A hidroxiapatita apresenta menor solubilidade em agua
quando comparada a outros tipos de fosfatos de calcio, como os fosfatos
tricalcicos (TCP). O TCP é encontrado em quatro formas alotropicas, porém,
somente as formas a e 3 sdo utilizadas. O a-TCP é mais bioativo comparado ao
B-TCP em meio aquoso, isso se deve ao seu arranjo estrutural, que possibilita
que a maior quantidade de ions calcio e fosfato sejam liberados para o meio
(GUASTALDI e APARECIDA, 2010). Materiais bioativos, ao contrario dos
bioinertes, participam ativamente nas atividades metabdlicas que ocorrem no
tecido local, sendo que materiais que contém fosfatos de calcio s&o ja
conhecidos pelo potencial de osteocondutividade (LEGEROS, 2008). Em relagéo
a radiopacidade da formulagao, o tungstato de calcio é um agente utilizado para
este fim (COLLARES et al., 2013).

O uso de sistema carreadores de farmacos proporciona vantagens, como
melhorar a estabilidade do farmaco (OURIQUE et al., 2008), diminuir efeitos

adversos (BERNARDI et al., 2009), apresentar biocompatilibilidade com os
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tecidos pela utilizagdo de materiais biocompativeis e biodegradaveis
(GUINEBRETIERE et al., 2002), e possuir liberacdo controlada do farmaco
(HERNANDEZ et al., 2013; SUN et al., 2014). A associagdo de farmacos aos
sistemas carreadores facilitam a obtencdo de concentracéo terapéutica no tecido
alvo com baixos niveis séricos, geralmente insuficientes para a ocorréncia de
efeitos adversos (FLORES et al., 2012).

Pelo fato dos materiais desenvolvidos até o momento apresentarem
limitacdes, existe a necessidade da busca por novas formulagdes. Além disso,
nenhum dos materiais existentes no mercado contemplam todas as possiveis
propriedades do material proposto neste estudo. Assim, a presente pasta com
incorporagcdo de farmacos encapsulados com acdo antimicrobiana e
antiinflamatodria se faz relevante a Odontologia moderna, apresentando-se como
uma possivel alternativa terapéutica tanto para dentes permanentes como para

dentes deciduos.
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2. OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar as propriedades fisico-quimicas e biolégicas de
um novo material reparador para fins endoddnticos e comparar com materiais ja

utilizados na clinica odontoldgica.
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3. MANUSCRITO
Essa dissertacdo de mestrado se apresenta na forma de um artigo,
escrito na lingua inglesa e que segue as normas referentes ao periddico Dental

Materials, para o qual sera submetido.
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3.1 MANUSCRIPT

Synthesis and characterization of a novel endodontic reparative material
containing drug-delivery systems

Nao sera divulgado devido ao direito de publicagao ser exclusivo da

revista escolhida para qual o artigo ira ser enviado.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

Novos materiais endoddnticos sdo desenvolvidos com o intuito de
apresentarem adequadas propriedades fisico-quimicas e biologicas. Assim, um
novo material reparativo para fins endodénticos foi desenvolvido com éxito e
caracterizado no presente estudo. A pasta experimental demonstrou importantes
caracteristicas fisicas como a adequada formacdo de pelicula e escoamento
associadas a biocompatibilidade e bioatividade.

O controle da liberacdo de farmacos em sitios de acao especificos,
através da utilizacao de vetores poliméricos, capazes de permitir a otimizacao da
velocidade da dosagem das substancias, tem sido uma area de intensa
pesquisa nos ultimos anos (POHLMANN et al., 2003). Dentre os vetores, para os
escolhidos da presente pasta incluem-se as microparticulas e os sistemas
coloidais. As particulas, constituidas por polimeros biodegradaveis atribuem a
vantagem da vetorizagdo de farmacos como antibidticos, principalmente através
da possivel administragdo local da droga, almejando uma distribuicdo mais
seletiva dos mesmos e, assim, um aumento do indice terapéutico. A
possibilidade da administracdo local dos farmacos pode prevenir a toxicidade,
principalmente quando as doses sdo aumentadas devido a persisténcia das
infeccdes ja estabelecidas (BERNARDI et al., 2009).

A possibilidade de carrear antibioticos diretamente para o local da
infeccdo pode, também, prevenir situagbes adversas como resisténcia dos
microorganismos a certas doses de antibidticos. Nos casos de infec¢do pulpar,

além da necessidade de desinfecdo dos microorganismos presentes, a
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inflamagéo necessita ser controlada, e como estudos prévios ja constataram, a
utilizacdo da indometacina carreada em nanocapsulas foi eficaz no controle
inflamatorio local (BERNARDI et al., 2009), o que permite concluir que a
associacado da encapsulacdo de farmacos com o desenvolvimento de materiais
reparativos permite uma absorcgao intracelular relativamente maior do que a de
outros sistemas, devido ao seu tamanho subcelular e entrega local do agente
ativo (MORA-HUERTAS et al., 2010).

As particulas sintetizadas tiveram diametros condizentes com os métodos
de preparo escolhidos e os resultados para os ensaios de bioatividade
demonstraram aumento na atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP),
associada a osteogénese e odontogénese no decorrer dos periodos
experimentais, bem como aumento na deposi¢cao de conteudo mineralizado na
cultura celular, verificado pelo corante Alizarin Red, o que nos demonstra a
capacidade das particulas chegarem ao local alvo e participar de atividades
metabdlicas, aumentando a bioatividade. A pasta endodoéntica experimental
pdde, ainda, acelerar a migragédo celular em comparagdo aos outros materiais
testados, o que pode ser considerado como uma possibilidade de agilizar o
reparo inicial de lesdes periapicais. Portanto, o material desenvolvido no
presente estudo levou a expressdo de genes associados a osteogénese,
acelerando o processo de reparo e caracterizando a osteoindugado promovida
por este material.

A partir dos resultados gerados no presente estudo, pretende-se formular

um produto para uso em humanos. Para isso, projeta-se a avaliagdo da pasta
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com sistemas carreadores de farmacos em animas. Com isso, o conhecimento
obtido na bancada podera se transladar para a o uso clinico, aumentando o
beneficio a saude humana gerada pela pesquisa na fronteira do conhecimento.
Levando em consideragdo os resultados e as limitagcbes do presente
estudo, é possivel afirmar que o material desenvolvido apresenta adequados
resultados relevantes as suas propriedades fisico-quimicas e biologicas,
podendo ser uma nova alternativa para o reparo de tecidos periapicais

comprometidos tanto de dentes permanentes como de dentes deciduos.
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