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Os biomateriais dentarios requerem modelos de estudo que permitam avaliar a sua
biocompatibilidade e eficacia, previamente a sua aplicagdo em ensaios clinicos.” O modelo de
cultura celular em monocamada é extensamente utilizado na literatura, contudo ndo se assemelha a
fisiologia organotipica humana.?2 Face as suas limitagbes, sentiu-se a necessidade de
desenvolvimento de um modelo de cultura tridimensional, permitindo uma resposta experimental
mais robusta e preditiva e contribuindo para a diminuigdo da amostragem animal.234 Tendo em vista
a procura de otimizagdo da resposta bioldgica e inibicdo da adesdo bacteriana nas superficies
implantares, definiu-se como estratégia a incorporagdo de agregado triéxido mineral (MTA) como
revestimento bioativo e agente antibacteriano.5 Contudo, ndo existem estudos da sua utilizagdo em

superficies de implantes dentarios.®

O objetivo deste estudo foi o desenvolvimento de modelo organotipico tridimensional de
mucosa oral (MMO) e caracterizagdo da resposta em contacto com superficies

implantares de Zircénia revestidas com MTA.

Foram produzidos 36 discos de Zircénia estabilizada com ltria (Y-PSZ) texturizados com laser
Nd:YAG. Metade destes discos foram incorporados com MTA (grupo MTA) e outra metade foi
utilizada como controlo (grupo Y-PSZ). As amostras foram colocadas em contacto com o MMO,
com cultura de queratindcitos imortalizados (FNB6) e fibroblastos orais normais (NOF)
embebidos numa matriz de colagénio por 1 dia. Para o modelo 2D foram semeados fibroblastos
gengivais (HGF hTERT) nas amostras durante 7 dias. Na cultura 3D foi realizada analise
histolégica com recurso a coloracdo de hematoxilina e eosina e a medigcéo da citotoxicidade
celular pela libertagdo da lactato desidrogenase (LDH) através de técnica colorimétrica. Foi
realizada a microscopia eletrénica de varrimento (SEM) no modelo 2D e em ambos os modelos
de cultura foi avaliada a viabilidade celular por um métodos a base de resazurina nos tempos
pré-definidos. Em todos os ensaios utilizou-se o modelo celular sem discos como controlo
positivo, meramente para validacdo das condigdes experimentais. No ensaio da LDH foi
utilizado como controlo negativo um modelo 3D submetido previamente a lise celular, por forma
a determinar a libertagdo maxima de LDH.

Todos os resultados foram apresentados como média + desvio padrdao. Foram realizadas
comparacgdes entre grupos através do teste ANOVA ou teste de Mann-Whitney (teste post-hoc
de Tukey) usando um software de estatistica apropriada (IBM® SPSS® para Mac versao

27.0.1.0). A significancia foi definida como p<0,05.

As imagens histolégicas dos modelos demonstraram um epitélio estratificado queratinizado com polaridade
basal. Os fibroblastos apresentaram-se uniformemente distribuidos no tecido conjuntivo, com poucas células
e a matriz extracelular apresentou-se corada de rosa, indicando deposi¢cdo de matriz pelos mesmos. Contudo,
néo foi possivel observar as papilas de tecido conjuntivo e as cristas epiteliais caracteristicas do epitélio oral.
A viabilidade celular das amostras de estudo ndo apresentou diferengas estatisticamente significativas em
ambos os modelos de cultura celular (p>0,05). Apesar da citotoxicidade superior no grupo de MTA (25%), ndo
foram encontradas diferengas significativas quando comparado com o grupo Y-PSZ (16%) e Controlo+ (8%)

(p>0,05). Os resultados deste estudo sugerem que as amostras de Zircénia com e sem MTA ndo sao

citotoxicas para as células dos tecidos periimplantares, tanto no modelo 2D como no modelo 3D e,
adicionalmente, o comportamento dos fibroblastos em monocamada e das células em cultura tridimensional
nédo parece ser influenciado pela presenga de MTA nas superficies implantares. Estes resultados estdo de
acordo com o descrito na literatura.®78 Neste sentido, estudos posteriores com novas abordagens de

incorporagdo de MTA nas superficies implantares e avaliacdo da resposta celular devem ser realizados.
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Figura 1 — (A) Imagens esquematica de MMO com disco inserido. Criado com biorender.com. (B) MMO
construido com queratinécitos (FNB6) e fibroblastos (NOF) em insert de placas de cultura de 12 pogos.

Figura 2 — Imagens histolégicas de modelo tridimensional de mucosa oral contendo queratindcitos (FNB6) e
fibroblastos (NOF), identificados com setas. Os modelos foram fixados, seccionados e corados com
hematoxilina e eosina. Os dados s&o representativos de 3 modelos diferentes (N=3). As escalas de barras
representam 100um (A) e 50um (B). Legenda: TE — Tecido Epitelial; TC — Tecido Conjuntivo; CQ — Camada
Queratinizada; CG — Camada Granulosa; CE — Camada Espinhosa; CB — Camada Basal.
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Figura 3 — Gréficos de barras representando a viabilidade celular dos modelos 3D (A) e 2D (B) e a
percentagem de citotoxicidade nos modelos 3D (C), expressas em unidade de absorvancia (nm) e unidades
arbitrarias (UA) de valores de intensidade de fluorescéncia, respetivamente. Os resultados foram
apresentados como média e desvio padrao. Significancia estatistica apresentada: *p<0,05.
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Figura 4 — Imagens de microscopia eletronica de varrimento (SEM) dos fibroblastos apés 1 dia de cultura
celular nos discos. Ampliagéo 600x.

0O modelo de mucosa oral tridimensional apresentado pode ser considerado uma hipétese vélida para o estudo de materiais dentarios. Ndo
foram observadas diferengas na resposta celular nas amostras com incorporagdo de MTA em comparagao com o controlo.
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