UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “Julio de Mesquita Filho”

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA

Ariele Patricia Rabello

Efeito da laserterapia na viabilidade de
macr ofagos e sua producao de oxido nitrico

frente a cimentos endodonticos

Araraquara
2012



Ariele Patricia Rabello

Efeito da laserterapia na viabilidade de macr6fagos

e sua producao de Oxido nitrico frente a cimentos endoddnti cos

Dissertacdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduacio em Odontologia, Area de
Endodontia, da Faculdade de
Odontologia de  Araraquara, da
Universidade Estadual Paulista, para a
obtencdo do titulo de Mestre em

Odontologia.

Orientador: Prof. Dr. Fabio Luiz Camargo Villela Berbert

Araraquara
2012



Rabello, Ariele Patricia
Efeito da laserterapia na viabilidade de macrdfagos e sua producao

de oOxido  nitrico frente a cimentos endoddnticos /
Ariele Patricia Rabello. - Araraquara: [s.n.], 2012.
90 f.; 30 cm.

Dissertacéo (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Odontologia
Orientador: Prof. Dr. F&bio Luiz Camargo Villela Berbert

1. Macrofagos 2. Sobrevivéncia celular 3. Oxido nitrico 4. Terapia
a laser de baixa intensidade 1. Titulo

Ficha catalografica elaborada pela Bibliotecaria Marley C. Chiusoli Montagnoli, CRB-8/5646
Servico Técnico de Biblioteca e Documentacéo da Faculdade de Odontologia de Araraquara / UNESP




Ariele Patricia Rabello

Efeito da laserterapia na viabilidade de
macr 0fagos e sua producao de oxido nitrico

frente a cimentos endodonticos

COMISSAO JULGADORA

DISSERTACAO PARA OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE

Presidente e Orientador: Prof. Dr. Fabio Luiz Camargo Villela Berbert
2° Examinador: Prof® Dr? Flaviana Bombarda de Andrade

3° Examinador: Prof2 Dr2 Juliane Maria Guerreiro Tanomaru

Araraquara, 29 de margo de 2012.



NASCIMENTO

FILIACAO

2002/2006

2008/2010

2010/2012

DADOS CURRICULARES

ARIELE PATRICIA RABELLO

15.07.1983 —-BARIRI/SP

Maria Aparecida Furlanetto Rabello

Lupércio Claudio Rabello

Curso de Graduacdo — Faculdade de Odontologia de

Araraquara — UNESP

Curso de Especializagdo em Endodontia — Fundagéo
Araraquarense de Ensino e Pesquisa em Odontologia —

FAEPO

Curso de Po6s-Graduacdo em Odontologia (Area de
concentracdo Endodontia), nivel de Mestrado, na Faculdade

de Odontologia de Araraquara - UNESP



DEDICATORIA

Dedico essa dissertacao:

A Deus,

pela sua protecdo e motivo de forca,
por conceder a oportunidade de
realizagdo e conclusio de mais uma

etapa importante em minha vida

Aos meus pais,

a quem tanto amo, a quem devo tudo, alicerce da minha vida,
sempre prontos a me proteger, me confortar, me escutar,
me incentivar e dar apoio, exemplos a serem seguidos

de honestidade, trabalho, protecdo e amor.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”
(UNESP), na pessoa de seu Magnifico Reitor Prof. Dr. Herman Jacobus Cornelis

Voorwald e vice-reitor Prof. Dr. Julio Cezar Durigan.

A Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP, na pessoa
do seu Diretor Prof. Dr. José Claudio Martins Segalla e vice-diretora Profa. Dra.

Andréia Affonso Barreto Montandon.

Ao Departamento de Odontologia Restauradora da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP, representado pelo Chefe de Departamento
Prof. Dr. Osmir Batista de Oliveira Junior e vice-chefe Prof. Dr. Fabio Luiz

Camargo Villela Berbert.

Ao Programa de Po6s-Graduagdo em Odontologia — Area de
Endodontia, coordenado pelo Prof. Dr. Mario Tanomaru Filho, pelo constante

estimulo a pesquisa.

A todos os professores do curso de pos-graduacdo, pelos

conhecimentos, apoio e amizade a mim dedicados.



Ao Prof. Dr. Fabio Luiz Camargo Villela Berbert, pela valios
orientacdo na realizacdo desse trabalho; pelos conselhos e pelos ensinamentos
tanto para o desenvolvimento desse trabalho, como para meu crescimento
profissional e pessoal. Obrigada pela oportunidade de poder aprender com vocé,

pela compreensdo, pela confianca e amizade conquistadas ao longo desses anos.

Aos docentes do Departamento de Odontologia Restauradora da
Faculdade de Odontologia de Araraquara, em especial aos professores da
disciplina de Endodontia, Prof. Dr. Idomeo Bonetti Filho, Profa. Dra. Gisele
Faria, Prof. Dr. Mario Tanomaru Filho, Profa. Dra. Juliane Maria Guerreiro
Tanomaru, Prof. Dr. Renato de Toledo Leonardo e Prof. Dr. Milton Carlos Kuga,
por todo o conhecimento transmitido a mim, pelo estimulo a seguir a pos-
graduacdo, pela amizade e harmonioso convivio, fazendo com que eu me sentisse

feliz na minha segunda casa.

Aos meus amigos da pés-graduacao, Natalia, Ana Livia, Arturo,
Fernando, Camila, Carol, Rosy, Flavia, Matheus, Raqueli, Rafael, Norberto,

Erika, Adriana, Paula, Guilherme, pela amizade, respeito e boa convivéncia.

Aos funcionarios do Departamento de Odontologia Restauradora
desta Faculdade, Creusa, Diva, Concei¢do, Cida, Marinho, Nelly, Vanderlei,
Roséangela e Priscila. Tenho enorme carinho por todos vocés, obrigada pela

amizade, pelos bate-papos, e por cada “Bom dia” com um lindo sorriso no rosto!



A Profa. Dra. Iracilda Zeppone Carlos, pela alegria e
espontaneidade, pelo amparo nas minhas duvidas sobre a metodologia empregada
nesse trabalho e por ter permitido o uso do Laboratério de Imunologia Clinica

para realizagdo dessa pesquisa. Meu muito obrigada!

Ao Prof. Dr. Carlos Alberto de Sousa Costa, responsavel pelo
Laboratério de Patologia Experimental e Biomateriais, da Faculdade de
Odontologia de Araraquara-UNSP, por disponibilizar o laboratério para a
realizacdo dos experimentos. Obrigada pela confianca, e pela oportunidade de
participar das reunifes de seu grupo de alunos, enriquecimento de meus

conhecimentos. Serei sempre grata ao senhor.

A Djamile Cordeiro de Mattos, pela imensa paciéncia em me
ensinar e me ajudar com a parte experimental e estatistica desse trabalho.

Obrigada pela amizade conquistada!

A Fernanda Goncalves Basso, pela ajuda para a realizagdo
da parte experimental deste estudo, por transmitir seus conhecimentos a mim, pela

amizade demonstrada.

A todos os amigos que fiz no Laboratério de Imunologia da
Faculdade de Farméacia de Araraquara e no Laboratério de Patologia da

Faculdade de Odontologia de Araraquara



A Profa. Dra. Alexandra Ivo de Medeiros, pela ajuda

essencial na etapa final desse trabalho.

Aos funcionarios da Segdo de Pés-Graduacdo, Mara, Alexandre e
Sergio, pela ajuda em todas as horas necessarias, pelo gentileza em sempre me
ouvir e esclarecer todas minhas duvidas sobre a p6s-graduacdo, pelo carisma e
simpatia com que sempre me atendem, e principalmete pela educacao e paciéncia

em todas 0s momentos

Aos docentes do Departamento de Odontologia Social, pela linda

convivéncia durante 0s anos que passei por la.

A Profa. Dra. Camila Pinelli, pela amizade conquistada, pelo
carinho durante todo o periodo em que tive a oportunidade de trabalhar com ela,
pelo incentivo e coragem transmitida a mim para que eu seguisse a vida
académica. Obrigada pela generosidade em compartilhar conhecimento e cultur:

Camila, vocé é especial para mim, tenho muito carinho por vocé!

Aos funcionarios da Biblioteca, Ceres, Marley, Adriano, Inés,
Silvia, Eliane e Disleide, pela educacéo, respeito e boa vontade no auxilio das

pesquisas bibliogréaficas.



Aos funcionarios da Secdo de Esterilizagdo, por serem sempre

prestativos e prontos para ajudar.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnoldgico (CNPQ) pela concessdo da bolsa de estudos de mestrado.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A Deus, pois em ELE nada existe. Por estar presente em todos os

dias da minha vida, guiando meus passos e iluminado meu caminho.

Ao meu anjo da guarda, por estar sempre me protegendo e me

acompanhando.

Aos meus pais, Maria e Lupércio, pela educacdo recebida desde
sempre, pelo apoio emocional e financeiro, por toda uma vida de dedicacdo
nunca me negando nada, pelo imenso esfor¢o para que eu realizasse mais um
sonho, por todo amor e carinho recebido, pelo exemplo de vida e fortaleza que
sdo para mim. Amo voceés!

A minha irma Aline, pelo amor, amizade, companheirismo e

otimismo que so ela tem, e por todos os “eu ja sabia” ouvidos apds conversarmos

sobre algo que eu tinha conquistado. Amo vocé!

A minha tia Cacilda, pela sua constante preocupacdo comigo,

pelas promessas feitas, por seu amor e carinho.



Ao meu querido Elvis, pelo amor, carinho, companheirismo,
cumplicidade, alegria, admiracdo. Obrigada pelo incentivo aos estudos, pelo
respeito, e pela paciéncia e entendimento por cada fim de semana, férias, ou
qualquer outro dia longe devido minhas atividades da faculdade. Obrigada por

deixar meus dias mais lindos! VVocé é muito importante para mim! Amo voceé!

A minha nova familia, Luzia, Flor, Emerson, Anelisa, Evando,
Andreza e Heércules, pela linda convivéncia, pelos momentos de distracdo e

risadas aos fins de semana e fins de tarde.

Aos meus sobrinhos Bianca, Tulio, Luiza e Leonardo, pelo

colorido especial que ddo a minha vida!

As minhas queridas amigas Alana, Gisselle e Roberta, por tudo o
que fizeram por mim, pelo maravilhoso convivio, pelos conselhos, risadas, puxdes
de orelha, pelo carinho e atencdo, pela ajuda nas horas complicadas, pela
paciéncia, pelo afeto, carisma, alegria. Obrigada por fazerem parte de uma etapa

tdo importante em minha vida, tdo importante quanto vocés sao para mim!

A minha querida amiga Dani, por todos esses anos de convivio,
pela amizade sincera, pelo acolhimento na casa de seus pais, pelos conselhos.

Gosto muito de vocé!



Aos meus amigos de Bariri, Anelisa, Sueli, Andréa, Marquinhos,
Gisele, Leandro, Carol, Nando, pela convivéncia, pela alegria, pela grande

amizade, por sempre estarem prontos para tudo.

Obrigada a todos que de alguma forma

colaboraram na realizacéo deste trabal ho.



“Nunea decve que le digam gue wio vale a fena
Aeneditar wo soutio que de tem

Ou que seus planse wanca vio dar cento

Ou gue vocé nanca vai sen alguém

Tem geate gue machuca 0s outrod

Tem gente gue ndo sabe amar

Mac en sec gue am déa a gente aprende

Se wacé gutsen alguin em guen: confiar

Renato Russo



SUMARIO

RESUMO. ... 16
ADSTIFACT .. 18
INTRODUGAO. ..o ses e 19
REVISAO DA LITERATURA ...t 23
Macrofagos € OXid0 NItFCO. .........viveverereieeiieeseeee s 23
[T (=T o T DSOS 27
CImENtoS ENAOUONTICOS. ......veuveireieie it 38
PROPOSICAO........coooiiieeieieresieiessiesesses s tesesss s s s ssnessenesssssssssenes 51
MATERIAL E METODO ..ottt 52
RESULTADO ...ttt 63
DISCUSSAQD ..ottt 69
CONCLUSAO. ... oottt 78

REFERENCIAS ..o oot e et ee e e e e e e esar e 79



Rabello AP. Efeito da laserterapia na viabilidade de macrofagos e sua producédo
de oOxido nitrico frente a cimentos endoddnticos [Dissertacdo de Mestrado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2012.

Resumo

O presente estudo avaliou o efeito da fototerapia com o laser de baixa intensidade
(LBI) infra-vermelho préximo (InGaAsP: LASERTable; A780 + 3 n.m, 25 mW)
em linhagem celular de macrofagos de camundongos (RAW 264.7) expostos a
diferentes cimentos endodonticos. Os grupos foram divididos de acordo com o
material obturador e a presenca ou ndo de irradiacdo, além dos grupos controle,
sendo: G1: controle negativo - somente células, G2: células + laser, G3: controle
positivo — LPS, G4: LPS + laser, G5: Endofill, G6: Endofill + laser, G7: AH Plus,
G8: AH Plus + laser, G9: Sealapex e G10: Sealapex + laser. A viabilidade celular
foi determinada por meio do teste de MTT e a producdo de oxido nitrico (NO)
pelo método de Griess. A irradiagdo com LBI influenciou significativamente a
viabilidade de macrofagos expostos aos trés materiais obturadores (p<0,001),
sendo que o G8 foi 0 que resultou em maior nimero de células viaveis (p<0,001).
N&o houve interferéncia do LBI sobre a producao de 6xido nitrico em nenhum dos
grupos estudados. Concluiu-se que todos os cimentos endodonticos permitiram
indices significativamente maiores de viabilidade celular quando da aplicacdo do
LBI; o cimento AH Plus apresentou aumento significativamente maior de

viabilidade dos macrofagos em relacdo aos demais cimentos quando da aplicagdo



do LBI , seguido do Sealapex e Endofill; o LBI ndo interferiu de forma
significativa na produgdo de NO por parte dos macrdfagos expostos a nenhum dos

cimentos endoddnticos estudados.

Palavras-chave: Macrdfagos; Sobrevivéncia celular; Oxido nitrico; Terapia a

laser de baixa intensidade.



Rabello AP. Effect of phototherapy on macrophages viability and your nitric
oxide production against to sealers [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2012.

Abstract

The present study evaluated the effect of phototherapy with low intensity laser
(LLLT) near infrared (InGaAsP: LASERTable; A780 £ 3 n.m, 25 mW) in cell line
mouse macrophages (RAW 264.7) exposed to different sealers. All the groups
were divided according to the filling material with presence or absence of
irradiation: G1: negative control - only cells, G2: laser + cells, G3: positive
control - LPS, G4: LPS + laser , G5: Endofill, G6: Endofill + laser, G7: AH Plus,
G8: AH Plus + laser, G9, G10 and Sealapex: Sealapex + laser. Cell viability was
determined using the MTT assay and production of nitric oxide (NO) by the
Griess method. The irradiation with LLLT significantly affect the viability of
macrophages exposed to three filling materials (p <0.001), and the G8 was
resulted in a greater number of viable cells (p <0.001). There was no interference
from the LBI on nitric oxide production in any groups. It was concluded that all
the sealers was significantly higher levels of cell viability when applying the LBI,
and the AH Plus showed significantly greater viability of the macrophages
relative to the other cements when applying the LBI, and followed by Sealapex
Endofill; the LBI didn't interfere significantly in the production of NO by
macrophages exposed to any sealers studied.

Keywords: Macrophages; Cell Survival; Nitric oxide; Laser therapy, low-level.



INTRODUCAO

O sucesso do tratamento endoddntico é fruto de um conjunto de
procedimentos interdependentes desde que perfeitamente executados e finalizados
com adequada obturacdo dos canais radiculares, a qual deve preencher o espago
interno previamente ocupado pela polpa, dentro de um limite apropriado evitando
a invasdo dos tecidos periodontais. Assim, a obturagcdo dos canais radiculares é
vista como um procedimento de grande relevancia para o éxito em Endodontia*.

A obturacdo é realizada pela associacdo de materiais em estado solido, o0s
cones de guta percha, resina ou silicone, e materiais em estado plastico, 0s
cimentos endoddnticos*®“®. Atualmente, apesar da grande variedade de cimentos
com diferentes composicdes quimicas*®*® disponiveis comercialmente, é de
fundamental importancia que esses materiais apresentem equilibrio entre as
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, ndo sendo irritantes aos tecidos apicais
e periapicais*.

Entre os diversos materiais obturadores comercializados, encontram-se 0s
cimentos endodénticos a base de éxido de zinco e eugenol (OZE); a base de resina
epoxica e a base de hidroxido de célcio.

Os cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol (OZE) comecaram a ser
utilizados na Endodontia em 1936 ° e ainda hoje s&o mundialmente utilizados por
cirurgides dentistas devido a facilidade de aquisicdo, baixo custo e propriedades
fisico-quimicas satisfatorias*®. No entanto, apresentam efeitos irritantes e

citotoxicos aos tecidos apicais e periapicais devido a presenca do eugenol na sua
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4,8,17,71

COMPpOsi¢ao , prejudicando significativamente o reparo tecidual quando este

tipo de cimento é empregado ***.

Na busca, ndo sé de propriedades fisico-quimicas adequadas, mas também
de se obter as propriedades bioldgicas peculiares ao hidréxido de calcio em um
mesmo cimento endodoéntico, surgiram os cimentos a base de hidroxido de calcio
como grandes opcdes de escolha em relagdo a tolerancia tecidual*®. O Sealapex
(SybronEndo/Kerr, EUA) foi um dos primeiros cimentos a base de hidroxido de
calcio a ser comercializado, sendo composto por uma pasta base e uma pasta
catalisadora. Seu principal componente é o 6xido de calcio, que ao reagir com a
4gua, daré origem ao hidréxido de célcio®®,

Ainda, dentre as modalidades de cimento endoddntico encontradas, temos
0s materiais & base de resinas epéxicas*®. Na década de 90, foi lancado o cimento
AH Plus (Dentsply/De Trey, Konstanz, Alemanha), composto por duas pastas
(base e catalisadora) visando uma adequada capacidade seladora e boa tolerancia
tecidual®.

Apesar do surgimento de novos cimentos endodonticos com melhor
tolerancia tecidual, cimentos a base de OZE, mesmo apresentando propriedades

697476 ainda sdo mundialmente utilizados®. Esse fato pode

bioldgicas deficientes
ser visto como um estimulo a busca de novos recursos tecnolégicos que possam
ser aplicados visando-se atenuar seus efeitos indesejaveis.

Nos ultimos anos, a fototerapia a laser tem sido utilizada ap6s a obturacao

do canal radicular para modular o processo inflamatorio apical, na tentativa de

melhorar o processo de reparacéo tecidual”. Seus efeitos terapéuticos sobre o0s
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tecidos incluem acdo analgésica e antiinflamatéria>°. Pesquisas utilizando a
laserterapia tém demonstrado resultados efetivos, na reducdo da sintomatologia
dolorosa e do processo inflamatério®” e no processo de reparo de tecidos
lesionados®®?*,

Em estudos histologicos recentes, melhor resposta tecidual com reducédo da
resposta inflamatdria e aceleracdo do processo de reparo foram obtidos quando o
laser de baixa intensidade (LBI) foi empregado com a utilizacdo de um cimento a
base de OZE 83",

Embora existam estudos a respeito do efeito da laserterapia sobre a
inflamacdo em tecido subcutaneo e periapical decorrente do emprego de cimentos
endodénticos menos biocompativeis, as informacdes sdo limitadas em relacdo a
acao do LBI sobre as células participantes do processo inflamatério, em especial
0s macrofagos, mesmo sabendo-se da liberacdo de mediadores quimicos por este
tipo celular quando exposto aos cimentos endoddnticos?®#2°260:63.68.73

O contato dos cimentos endodénticos, seja direta ou indiretamente, com 0s
tecidos periapicais pode estimular células inflamatdrias, principalmente
macrofagos™’>. Esses, estdo envolvidos no processo de cicatrizacéo apical*®*" e
podem ser ativados por varios estimulos que sdo capazes de aumentar suas
atividades biolégicas®. Sua principal atividade é a fagocitose, e durante este
processo, liberam grande quantidade de mediadores que atraem as células vizinhas
para a area afetada a fim de reconstrui-la*2. Apresentam grande capacidade de
sintese e secrecdo de substancias intra e extracelulares, entre elas compostos

intermediérios do nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO)!#3235606264
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O NO ¢ liberado quando os macréfagos entram em contato com uma
particula estranha, na tentativa de realizar a fagocitose. Quando liberado em
grandes quantidades pode aumentar o metabolismo celular e potencializar o
processo inflamatério; e em pequenas quantidades, favorece o processo de
isolamento do corpo estranho, citodiferenciando fibroblastos e exacerbando a
sintese protéica e colagénica, 0 que caracteriza reparo poOs-obturacdo com
formagao de capsula fibrosa ou de tecido mineralizado®.

Assim, torna-se oportuno um estudo avaliando a acdo do LBI na
viabilidade celular e na producdo de éxido nitrico por macréfagos mediante o
contato, ndo somente com cimentos endoddnticos com propriedades bioldgicas
aceitaveis, mas também e principalmente, diante de cimentos com reconhecida

citotoxicidade.



REVISAO DA LITERATURA

MACROFAGOSE OXIDO NITRICO

Essas células originam-se dos mondcitos presentes no sangue, 0S quais
migram através da parede dos vasos saguineos para 0s tecidos e oOrgéos,
transformando-se em macréfagos®®. S3o heterogéneos na expressdo de seus
genes e de suas atividades celulares, com papéis benéficos ou destrutivos na
homeostasia dos tecidos e na defesa do hospedeiro. Interagem com vérias células
por meio de seus diversos receptores de membrana e respostas secretoras,
regulando assim, as respostas imunolégicas inata e adquirida®.

Os macrofagos apresentam grande capacidade de deformidade,
responsdvel pela sua principal atividade num processo inflamatorio, a
fagocitose'?. Além disso, exercem atividades relacionadas ao reconhecimento do
que é estranho ao organismo, apresentando esses antigenos a outras células,
coordenando assim, a resposta imunolégica e inflamatéria*?, por meio da
producdo de citocinas (Fator de Necrose Tumoral alfa - TNF-a, Interleucinas -
IL-1, IL-6, IL-12, etc.) e compostos intermediarios do nitrogénio (6xido nitrico -
NO) e do oxigénio (peroxido de hidrogénio - H202)35.

Marletta et al.*® (1988) estudaram a formacdo de 6xido nitrico a partir do
aminoacido L-arginina em macrofagos da linhagem RAW 264.7, para verificar se
essa sintese era semelhante & observada em células endoteliais. Os autores

confirmaram que a formacéo de NO é dependente da L-arginina e essa atividade é
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encontrada somente no citosol de células ativadas. Sendo que a atividade
enzimatica estava presente somente nas células RAW 264.7 ativadas por LPS ou
INF-¥ . Os autores concluiram que, em macrdéfagos, o0 NO € um intermediério da
via L-arginina para sintese de nitrito e nitrato, e esta via é necessaria para estas
celulas realizarem sua atividade de morte celular.

Em uma revisdo da literatura sobre a fisiologia do NO, em 1995, Kuo e
Schroeder* verificaram que o 6xido nitrico é sintetizado por enzimas especificas
das células, as dxido nitrico sintases (NOS). Essas sdo encontradas em varios tipos
de tecidos e células, e sdo divididas em dois sub-tipos, constitutiva (cNOS) e
induzivel (iNOS). A cNOS esta normalmente presente nas células do endotélio,
neurdnios e plaguetas e sdo expressas continuadamente na auséncia de estimulo.
Ja a INOS é expressa em macrofagos, hepatocitos e masculo liso vascular apés
estimulo imunolégico ou inflamatorio resultantes de uma infeccdo ou dano
tecidual, ou apos estimulagdo com endotoxinas e citocinas.

Maseki et al.>* (1996) avaliaram in vitro o processo de fagocitose de
diferentes cimentos endodénticos por macréfagos peritoneais de ratos. Particulas
de 5 um dos materiais foram colocadas em contato com as culturas celulares por
30, 60 e 120 minutos. Ap6s os periodos experimentais, foram feitas as analises de
viabilidade celular e do numero de macrofagos que continham particulas
fagocitadas. Os resultados mostraram que, a taxa de fagocitose do Finapec APC
(um cimento que contém hidroxiapatita) em 30, 60 e 120 minutos foi
significativamente maior que para os materiais Sealapex (cimento a base de

hidroxido de célcio), Canals e Canal-N (cimentos a base de OZE) (p<0,05), e
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similar ao grupo controle (esferas de latex). A fagocitose das particulas de Canals-
N e Selapex foi de 30 a 40% em todos os periodos experimentais. O Cimento
Canals apresentou a menor taxa de fagocitose, sendo significativante menor
(p<0,01) que o controle em todos os periodos experimentais. Culturas contendo
particulas do Finapec APC apresentaram viabilidade de 95% aos 60 e 120
minutos. Canals-N, Sealapex e Canals resultaram em 78%, 85% e 63% de células
viaveis, respectivamente, aos 120 minutos. Todos 0S grupos experimentais
apresentaram menos células vidveis que o controle. Os autores concluiram que o
cimento Canals apresentou baixo numero de macr6fagos com particulas
fagocitadas, porém alta citotoxicidade (63% de células vidveis ap6s o ultimo
periodo experimental) e que o Finapec APC apresentou maior taxa de fagocitose,
no entanto baixa citotoxicidade.

Burney et al.10 (1997) investigaram a citotoxicidade induzida pelo éxido
nitrico sobre células de ovario de hamster chinés (CHO-AABS) e linfoblastoides
(TK®).Para determinar os efeitos que levam a morte celular, tanto a curto como a
longo prazo, varios testes foram utilizados para compreender 0 maior mecanismo
de citotoxicidade do NO. Em concluséo, a toxicidade induzida por NO é um
processo extremamente complexo que envolve inibicdo da sintese de DNA,
inativacdo mitocondrial, lise da membrana celular, interrupcdo do ciclo celular,
formacdo de filamentos de DNA com ruptura, e apoptose. As células TK6
demonstraram ser mais suscetiveis a toxicidade induzida por NO do que células
CHO-AAS8, o que sugere que a acao citotoxica do NO pode ser especifica a cada

tipo celular.
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Em 2002, Sosroseno et al.72 realizaram um estudo com objetivo de
determinar se o  lipopolissacarideo  da  bactéria  Actinobacillus
actinomycetemcomitans (LPS-Aac) poderia estimular macrofagos murinos
(linhagem de células RAW264.7) a produzir NO, comparado com LPS da
Escherichia coli (LPS-Ec). As células foram tratadas com LPS-Aac ou LPS-Ec
por 24h. Os niveis de NO dos sobrenadantes das culturas foram determinados pela
reacdo de Griess. Os resultados mostraram que o LPS-Aac estimulou a produgao
de NO por macréfagos RAW264.7 de maneira dose-dependente, porém é um
pouco menos potente do que o LPS-Ec.

De acordo com Houghton et al.?®

(2009) macrdéfagos funcionam como a
primeira linha de defesa do organismo contra patégenos. Assim, sugeriram que
proteinases derivadas de macrdfagos podem contribuir com as suas propriedades
antimicrobianas. Apo6s a fagocitose de micro-organismos por macrofagos,
estoques intracelulares de metaloproteinases sdo movimentados para
fagolisossomos, aonde usam um peptideo antimicrobiano para romper a
integridade de estruturas da parede celular na invaséo de micro-organismos.
Pappen et al.”® (2009) avaliaram a expressio de NO por macréfagos
murinos expostos a quelantes endodonticos. Os materiais MTAD, Tetraclean,
Smear e EDTA foram diluidos em &gua destilada obtendo-se 12 concentragdes,
sendo selecionada a que apresentasse maior viabilidade celular determinada pelo
teste de MTT. Essas melhores concentragfes foram utilizadas para deteccdo de

NO no sobrenadante das culturas celulares usando-se o método de Griess. Meio

de cultura e LPS foram utilizados como controle negativo e positivo,
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respectivamente. Os resultados mostraram que todos os quelantes endodonticos
apresentaram aumento nas concentragcdes de NO quando comparados ao controle
negativo. O EDTA e Smear Clear foram semelhantes ao controle positivo, o
MTAD foi o que induziu menor liberacdo de NO, seguido do Tetraclean, EDTA e
Smear Clear. Os autores concluiram que os materiais estudados apresentam
severos efeitos pro-inflamatérios em macro6fagos murinos e que se deve ter muito
cuidado durante a irrigacdo de canais radiculares com esses quelantes, evitando a
extrusdo dos mesmos para os tecidos periapicais.

Em um estudo da literatura a respeito das funcbes das enzimas Oxido
nitrico sintases (NOS), Forstermann, Sessa'® (2011) mostraram que a NOS
induzivel (iNOS) leva a producéo de grande quantidade de NO quando ativada em
macréfagos, 0 que representa maior principio citotoxico destas células. Além
disso, as altas concentracGes de NO produzidas por macrofagos, podem interferir

diretamente com a célula alvo causando ruptura e fragmentacdo do seu DNA.

LASERTERAPIA

Laserterapia de baixa intensidade refere-se ao uso de lasers vermelho ou
infra-vermelho préximo com comprimento de onda de 600 a 1100 n m e poténcia
de emissdo de 1 a 500 mW. Este tipo de radiacdo é uma onda continua ou luz
pulsada que consiste em um feixe constante de densidade de energia relativamente
baixa (0,04 a 50J/cm?), o qual interage com o tecido alvo ou monocamada de

células™™®.
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O comprimento de onda do laser é quem determina seu efeito. A luz
visivel, ou seja, a vermelha, é transmitida através das camadas celulares
superficiais, como a derme, epiderme e tecido subcutaneo; ja o laser infra-
vermelho proximo tem a capacidade de penetrar no tecido em maior
profundidade, sendo absorvido por fotoreceptores e estimulando as fungdes
celulares®®.

O uso do LBI para fins terapéuticos baseia-se na biomodulacdo tecidual
que ocorre ap6s sua aplicacdo. Ao utilizad-lo sobre um tecido vivo, devemos
lembrar que as células apresentam um determinado limiar de sobrevivéncia, o
qual depende do tecido que esta localizada e do seu estado fisioldgico®.

Estudos avaliando o efeito do LBI tém sido realizados, no entanto ha
grande divergéncia em relacé@o aos protocolos e tipos celulares utilizados.

Almeida-Lopes et al.®> (2001) compararam o efeito do LBI visivel e
infravermelho na profliferacdo de fibroblastos da mucosa oral de humanos.
utilizando a densidade de energia constante de 2J/cm? e diferentes irradiancias. As
celulas foram cultivadas em meio de cultura DMEM com 5% (déficit nutricional)
ou 10% de soro fetal bovino (SFB). Os resultados demonstraram que as células
mantidas sob déficit nutricional apresentaram taxa de proliferacdo celular
significativamente menor que os fibroblastos mantidos em condicdes ideais (meio
de cultura suplementado com 10% SFB). No entanto, quando irradiadas, as
células em meio de cultura com 5% de SFB apresentaram crescimento similar ou

maior do que na presenca de 10% de SFB. Assim, o crescimento de celulas
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estressadas apos irradiacdo foi semelhante ao das células em condices ideais de
cultivo e o LBI atuou melhorando a proliferagéo de fibroblastos in vitro.

Crisci'* (2002) avaliou o efeito do LBI, com associacdo ou ndo de
hidroxido de célcio, em exposi¢des pulpares induzidas em dentes de ratos. Foi
utilizado um laser de diodo semicondutor de arseneto de galio e aluminio
(GaAlAs ), infravermelho, com comprimento de onda de 785 n m, poténcia
de emissdo de 50 mW e densidade de energia de 3 J/cm?. Os animais foram
divididos em 5 grupos: GI (controle): exposicdo capeada com hidréxido de
calcio; GlI: laser imediato + hidroxido de calcio; GlII: laser imediato +
hidroxido de célcio + laser ap6s 24 horas; GIV: laser imediato + hidroxido
de célcio + laser ap6s 24 e 48 horas; e GV:somente a aplicacdo do laser.
Apos analise histologica dos espécimes aos 7 e 30 dias ap6s os tratamentos,
observou-se que a associacdo do laser com hidréxido de calcio foi benéfica,
sendo que os grupos Il e Ill apresentaram os melhores resultados nos dois
periodos experimentais. O LBI, aos sete dias, promoveu uma recuperacao
acentuada das células pulpares quando comparadas ao grupo do hidroxido de
calcio sem a laserterapia, o que confirmou seu efeito antiinflamatorio. Aos 30
dias, o uso do laser também interferiu positivamente no processo de reparo pulpar,
pois a polpa respondeu com melhores resultados quando comparado ao grupo
do hidrdxido de célcio isoladamente.

Karu et al.*®

(2005) investigaram a possibilidade do envolvimento do
Oxido nitrico no aumento da adesdo celular induzido pela irradiacdo. Células

HeLa em suspensdo foram irradiadas com laser de diodo (820 n.m, 8 - 120J/m?)
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e laser no intervalo vermelho ao infra- vermelho préximo (600 - 860 n m, 52J/m?)
e 0 numero de células aderidas a uma matriz de vidro foi verificado ap6s 30
minutos de incubacdo. Compostos doadores de NO (nitroprussiato de sédio
(NPS), nitroglicerina (NG) e nitrito de sédio (NS)) em varias concentraces,
foram adicionadas a cultura celular antes e ap0s a irradiacdo. O numero de células
HeLa aderidas ao substrato de vidro aumentou ap06s a irradiacdo com laser visivel
e infra-vermelho proximo, o que significa que uma nova subpopulacéo de células
foi estimulada a adesdo devido a irradiacdo, sendo que a quantidade maxima
encontrada foi ap6s uso do laser com 820 nm (22%). O NO associado a
irradiacdo também influenciou na aderéncia das células em aproximadamente
20%. Os doadores de NO sem irradiacdo ndo tiveram qualquer influéncia sobre
fixacdo das células em qualquer uma das concentracfes. Assim, o laser e o NO,
provavelmente alteram a porcentagem de células aderidas, o que depende tanto
dos parametros de irradiacdo, bem como da concentracdo dos doadores de NO,
além da ordem de aplicacdo de ambos.

Karu, Kolyakov* (2005) analisaram sete espectros de acéo do laser (600-
860 nm) em células HeLa. Estimulo da sintese de DNA e de RNA e adesdo
celular foram avaliados. As células foram cultivadas em frascos de cintilacdo, e a
irradiacdo foi realizada através do fundo do frasco, com este inclinado de modo
que o0 meio de cultura ndo ficasse em contato com as células. Houve aumento da
adesdo celular a matriz de vidro e da sintese de RNA. Para o espectro de 606 n m,
comprimento de onda vermelho, as posi¢Ges de pico, onde h& maior absorcdao do

laser pelas células, estdo entre 613.5 e 623.5 n m. Para o infra-vermelho préximo,
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estdo entre 750.7-772.3 n.m e 812.5-846.0 n.m. No intervalo do comprimento de
onda considerado importante para fototerapia (600-860 n m), existem quatro
regides ativas, mas as posi¢Oes de pico ndo sdo exatamente as mesmas para todos
0S espectros.

Crisci®® (2008) avaliou histologicamente o efeito do LBI diodo
semicondutor de arseneto de galio e aluminio (GaAlAs) em relacdo a acdo
irritante do cimento endodoéntico Endofill apresentada apds obturacdo do canal
radicular. Vinte e quatro dentes de Macacos-Prego foram submetidos ao
tratamento endodoéntico, obturacdo do canal radicular com cimento Endofill e
divididos em 3 grupos experimentais, o grupo | recebeu irradiacdo com LBI
vermelho (GaAlAs, A 688n m, 50mW, 2J/cm?), o grupo |1 recebeu irradiacdo com
LBI infra-vermelho (GaAlAs, A 785n m, 50mW, 2J/cm?), e o grupo Il ndo foi
irradiado. Apds o periodo experimental de 22 dias, foi realizada analise das pecas
histologicas. Os resultados mostraram que o0s grupos irradiados com LBI,
principalmente o infra-vermelho, apresentaram melhor resposta tecidual ao
cimento Endofill, acelerando o processo de reparo, quando comparados ao grupo
controle. Assim, a irradiacdo com o LBI ¢ indicada como terapia coadjuvante ao
tratamento endodéntico quando o cimento Endofill é utilizado.

Sousa et al.”®

(2009) analisaram o efeito da fototerapia a laser sobre a
atividade secretora de macrofagos ativados por LPS e estimulados por substancias
liberadas a partir de um cimento a base de resina epoxica (AH-Plus) e um cimento
de hidroxido de célcio (Sealapex). A porcentagem de viabilidade celular foi

determinada para 0s grupos experimentais que ndo receberam irradiacdo
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(cimentos e controle), sendo similares para todos. Para a andlise da secre¢do do
TNF-a os grupos foram divididos de acordo com os cimentos Sealapex e AH
Plus, grupo controle, e grupos com e sem irradiacdo, e os resultados mostraram
que os grupos irradiados apresentaram menores quantidades de TNF-a liberado do
que os nao irradiados, sendo que o grupo do AH Plus nédo irradiado foi o que
apresentou maiores niveis de secrecdo de TNF-a. Concluiram que substancias
liberadas dos cimentos endodbnticos ndo sdo citotoxicas para macréfagos, mas
interferem na secrecdo de TNF- a; além disso, a fototerapia a laser é capaz de
diminuir a secrecdo de TNF- a por macréfagos em contato com o0s cimentos.

Moriyama et al.>

(2009) quantificaram os efeitos da laserterapia em um
modelo murino utilizando o gene da luciferase como controle da expressdo da
INOS. A modulacéo pela laserterapia do gene da iNOS expressado num modelo
de inflamacédo aguda induzida por Zimosan foi quantificada usando camundongos
transgénicos. Foi utilizada densidade de energia de 5J/cm? e os comprimentos de
onda de 635,660,690 e 905 n m foram selecionados no modo continuo e 905 nm
também foi avaliado no modo pulsado. A idade dos animais foi determinada como
modulagdo adicional da resposta inflamatoria e eficacia do LBI para alguns
protocolos de tratamento. A laserterapia apresentou diferentes efeitos no processo
inflamatorio induzido de acordo com o modo e comprimento de onda. Para o
comprimento de onda de 905 n m, a maior regulacdo do gene da iINOS no modo

pulsado sugere um diferente mecanismo na ativacdo da resposta inflamatoria

quando comparado com o0 modo continuo.
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Berbert et al.® (2010) avaliaram a resposta do tecido subcutaneo de
camundongos frente ao implante de tubos de polietileno preenchidos com o
cimento & base de OZE Endofill e a irradiacdo do LBI vermelho ou infra-
vermelho imediatamente e ap6s 24 horas da implantacdo do material. Sessenta
camundongos foram divididos em 3 grupos: GI, tubo contendo Endofill foi
implantado, porém os animais ndo receberam irradiacao; Gll, animais receberam
o implante e foram irradiados com LBI vermelho (InGaAlP); e GllII, animais
receberam o implante e foram irradiados com LBI infra-vermelho (AsGaAl).
Apbs o periodo experimental de 7 e 30 dias, laminas histoldgicas foram
confeccionadas e a neoformacdo de tecido conjuntivo fibroso foi analisada em
microscopio de luz convencional e a densidade de mastocitos em microscépio
Optico comum. Em relacdo a formacdo de fibrose, os resultados mostraram, nos
dois periodos experimentais, que o GllII ndo apresentou diferenca no padrao de
tecido conjuntivo fibroso quando comparado ao Gl; o Gll, aos 7 dias, néo
apresentou melhora no padrdo de fibrose, porém, aos 30 dias este padrdo foi
inferior em relagdo ao GI no mesmo periodo. Houve reducdo do valor medio de
mastocitos de forma significativa (p<0,05) aos 7 e 30 dias, quando 0s grupos
irradiados foram comparados aos respectivos controles. A irradiacdo com LBI
ap6s o implante de tubos de polietileno contendo o cimento Endofill ndo
promoveu uma diminuicdo da fibrose, porém diminuiu significativamente o
numero de mastocitos independente do periodo estudado.

Choi et al.™* (2010) estudaram os efeitos biolégicos dos lasers de diodo de

baixa intensidade sobre fibroblastos do ligamento periodontal de humanos. As
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celulas foram cultivadas e irradiadas com um diodo semicondutor de arseneto-
galio-aluminio (GaAlAs), com o comprimento de onda de 810 nm, saida de
energia de 500 mW, modo de onda continuo e diversas fluéncias de energia (1,97,
3,94 e 5,91 J/cm?). Uma cultura de fibroblastos sem irradiacdo foi considerada
como controle. Em seguida, as células foram incubadas por 72 horas para
realizacdo dos testes MTS e de atividade da fosfatase alcalina. Os resultados
mostraram que em todas as fluéncias de energia da irradiacdo laser, houve
aumento da proliferacao de fibroblastos gradualmente para 72 horas sem qualquer
diferenca significativa em comparacdo com o controle sobre todo o periodo ao
mesmo tempo. No entanto, 0 aumento da proliferacdo celular significativamente
maior do que no controle ocorreu entre 24 e 48 horas com as doses de irradiacao
de 1,97 e 3,94 Jlcm? (p<0,05). A maior atividade da fosfatase alcalina foi
encontrado em 48 e 72 horas apoés a irradiacdo laser com fluéncia de energia de
3,94 J/cm? (p<0,05). O presente estudo demonstrou que a irradiacdo com laser de
diodo semicondutor GaAlAs promoveu proliferacdo e diferenciacdo de
fibroblastos do ligamento periodontal de humanos.

O estudo de Houreld et al.** (2010) teve como objetivo avaliar o efeito da
irradiacdo laser na viabilidade de fibroblastos e produgdo de NO. Fibroblastos de
pele humana (WS1) foram divididos em 3 grupos: células normais, células
normais feridas e células diabéticas feridas, sendo que para este Gltimo grupo foi
utilizado um modelo in vitro de ferida diabética, no qual a monocamada de células
foi arranhada com uma pipeta estéril 30 minutos antes da exposicao ao laser. Os

fibroblastos foram irradiados com um laser de diodo com comprimento de onda
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de 830n m e fluéncia de 5J/cm?. Em relagdo a viabilidade celular, a irradiacdo néo
apresentou qualquer efeito significativo, sendo maior que 95% em todos o0s
grupos. Porém, todas as células mostraram um aumento significativo na producéo
de NO (p<0,01) 15 minutos ap0s a irradiacdo, o que pode estar relacionado a um
efeito fotoquimico, ja que ocorreu diminuicdo da liberacdo de NO apds 1 hora,
com diferenca significante quando comparado ao primeiro periodo.

Oliveira et al.’’

(2010) estudaram a resposta metabdlica de células
odontoblastéides (MDPC-23) submetidas a estresse por déficit nutricional (5% de
soro fetal bovino — SFB) e irradiacdo com diferentes doses de laser (1,5; 5 e
19J/cm?). As células foram irradiadas utilizando-se um protétipo laser de diodo
infra-vermelho proximo (LASERTable; A780 + 3 nm, 25 mW) projetado
especificamente para fornecer irradiacdo uniforme aos pocos. Os grupos
experimentais foram divididos de acordo com a concentracdo de SFB e a dose de
laser, sendo G1: 1,5 J/cm® + 5% FBS; G2: 1,5 J/cm® + 10% FBS; G3: 5 J/cm® + 5
% FBS; G4: 5 J/lcm® + 10% FBS; G5: 19 J/cm® + 5% FBS; G6: 19 J/cm® + 10%
FBS; além dos grupos controle. Foram realizadas 3 irradiagfes consecutivas com
intervalo de 24 horas. A analise da resposta metabolica foi realizada pelo teste de
MTT, por meio do qual se observou menor viabilidade celular para o grupo 5. A
irradiagdo celular ndo influenciou na viabilidade quando o meio de cultura foi
suplementado com SFB 10%, sem diferenca estatisticamente significativa (p>
0,05) quando comparado aos respectivos controles. Para 0s grupos em que se

utilizou SFB 5%, a dose de 1,5 J/cm? foi a que resultou em maior nimero de

células viaveis, e a de 19 Jcm? em menor, com diferenca estatisticamente
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significativa (p < 0,05) entre eles. Assim, as células irradiadas com a dose do laser
de 1,5 Jlcm® apresentaram um aumento no metabolismo celular quando
submetidos experimentalmente a déficit nutricional induzido (SFB 5%), sendo
mais favoravel para biomodulagéo.

Oliveira et al.® (2011) avaliaram o0 metabolismo de células
odontoblastdides expostas a irradiacdo com LBI. As células foram cultivadas em
placas de 24 pocos e incubadas por 24 horas. Apos esse periodo, 0 meio de cultura
foi substituido por meio suplementado com 2%, 5% (déficit nutricional) e 10% de
soro fetal bovino (SFB). Para irradiacdo das células foi utilizado um protétipo
laser de diodo InGaAsP infra-vermelho préximo (LASERTable; A780 £ 3 nm, 25
mW ) com as doses de 2, 4, 10, 15 e 25 J/cm?. Para cada grupo experimental (dose
de irradiacdo X suplemetacdo com SFB) foi determinado um grupo controle. As
analises celulares foram realizadas ap6s 3 e 72 horas. A viabilidade celular foi
maior apds 72 horas do que ap6s 3 horas, em todos 0s grupos. A menor
quantidade de células viaveis foi observada quando o meio de cultura foi
suplementado com 2% de SFB, enquanto para as concentracdes de 5% e 10% néo
houve diferenca entre si (10% SFB = 5% SFB < 2% SFB). Alto metabolismo e
expressao de proteina total foram observados 72 horas apés a irradicdo com as
doses de 15 e 25 J/cm? (p<0,005). Alta atividade da fosfatase alcalina foi obtida
com SFB 5% e doses de 2 e 10 J/cm®. Para a dose de 25 J/cm?, a maior atividade
de fosfatase alcalina foi observada com SFB 10%. Os autores concluiram que de
acordo com os parametros utilizados neste estudo, no qual foram testados diversos

protocolos de irradiacdo em cultura de linhagem odontobléstica submetidas a
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diferentes condicdes de estresse, determinou-se que as doses de 15 e 25 J/cm?
foram mais efetivos na bioestimulacdo de células MDPC-23.

Poyton, Ball®® (2011) ressaltaram que embora primeiros estudos
identificassem a citocromo ¢ oxidase mitocondrial como um fotorreceptor
enddgeno para fotobiomodulacdo, seus mecanismos celulares e moleculares
fundamentais ainda ndo estdo bem evidentes e que trés recentes constatacdes
fornecem importantes dados: NO tem sido associado & fotobiomodulacdo; uma
nova atividade enzimatica da citocromo ¢ oxidase tem sido mostrada - a reducao
do nitrito para NO; e a luz de baixa intensidade aumenta a sintese de NO pela
citocromo ¢ oxidase. Além de reexpor a descoberta que o 6xido nitrico ndo €
apenas produzido pelas oxido nitrico sintases, mas também por meio do citocromo
c oxidase.

Sivieri-Araujo et al.”* (2011) avaliaram o efeito da irradiagdo pelo LBI
vermelho e infra-vermelho apds o implante de tubos de polietileno preenchidos
com Endofill em tecido conjuntivo de camundongos. No grupo | (n=20), os
animais ndo foram irradiados; no grupo Il (n=20) e Il (n=20) a irradiacdo foi
realizada imediatamente e 24 horas apds o implante dos tubos de polietileno,
sendo utilizado LBI vermelho (InGaAIP - 685 nm, 72J/cm? 58s, 35mW) no
grupo Il e LBI infra-vermelho (AsGaAl — 830 n m, 70J/cm?40s, 50mW) no
grupo I11. Os resultados demonstraram que o LBI foi mais eficiente na reducdo da
resposta inflamatdria quando cimentos menos biocompativeis, como os a base de
OZE, sdo utilizados. Ambos LBI vermelho como o infra-vermelho mostraram

capacidade de reparo, no prazo de 7 dias, sendo que o LBI infra-vermelho
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apresentou melhores resultados. No periodo de 30 dias, embora o processo de
reparo do tecido tenha ocorrido para todos os grupos, nenhuma diferenca
significativa foi observada nos grupos irradiados. Assim, o uso coadjuvante do
LBI mostrou-se valido quando um cimento menos biocompativel, como o cimento

de OZE é empregado.

CIMENTOSENDODONTICOS

Importancia deve ser dada a estudos relacionados a biocompatibilidade de
cimentos endodénticos, em que o efeito irritante causado por tais materiais pode
comprometer o sucesso de todo o tratamento endoddntico. Pesquisas nos
diferentes niveis tém sido realizadas a fim de melhorar o conhecimento sobre as
propriedades biologicas desses materiais, inclusive estudos com cultura de células
relacionados a citotoxicidade de cimentos endodénticos, por meio da avaliacdo da
viabilidade celular e da producéo de NO também tem sido realizados.

Leonardo et al.*> (1997) avaliaram histologicamente o reparo apical e
periapical de dentes de cdes apds biopulpectomia e obturacdo dos canais
radiculares com diferentes cimentos endoddnticos contendo hidréxido de célcio.
Oitenta canais radiculares com polpa vital foram instrumentados e obturados na
mesma sessdo com guta percha e Sealapex, CRCS, Sealer 26 ou Apexit. Apés 180
dias foi realizada a anélise histopatoldgica. Os resultados encontrados mostraram
que ao utilizar o CRCS ocorreu selamento apical parcial e presenca de infiltrado

inflamatorio moderado. Para o Sealer 26 e Apexit, foi observada auséncia de
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selamento apical com tecido mineralizado, sendo que o infiltrado inflamatdrio
presente ao usar Sealer 26 foi suave ou ausente enquanto para o Apexit foi de
intensidade severa. O Sealapex foi 0 cimento que permitiu maior deposigéo de
tecido mimeralizado na regido apical, sendo o Unico a proporcionar selamento
apical completo (37,5% dos casos), além de auséncia de infiltrado inflamatorio
local. Sua biocompatibilidade também foi confirmada nos casos de
extravasamento para a regido periapical, onde a possivel solubilizacdo do material
provavelmente levou a deposicdo de tecido mineralizado e consequentemente,
reparo.

Tanomaru Filho et al.”®

(1998) estudaram, por meio de parametros
histologicos, o potencial irritante de materiais obturadores e sua influéncia direta
no reparo tecidual apos tratamento endodoéntico em dentes de cdes com lesdo
periapical crénica induzida. Quando o cimento Sealapex foi utilizado, o infiltrado
inflamatdrio presente nos tecidos periapicais foi predominantemente leve (57,9%)
quando comparado ao Fill Canal, o qual apresentou uma predominancia de
infiltrado inflamatdrio severo (92,9%). No entanto, quando Sealapex foi extruido
para a regido periapical, houve intensa atividade de macrofagos e formacéo de
areas mineralizadas proximas ao cimento. A intensa a¢do irritante do cimento a
base de OZE sobre os tecidos apicais e periapicais mostra-se comprovada pela
persisténcia do processo inflamatorio apds 270 dias da realizagcdo da obturacao.
Leonardo et al.** (1999) avaliaram a reacéo tecidual apical e periapical ao

AH Plus (cimento a base de resina epoxica) e ao Fill Canal (cimento a base de

OZE). Pré-molares de cdes, com polpa vital, foram instrumentados e obturados
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com guta percha e um dos cimentos avaliados. Apos 90 dias foi realizada analise
histoldgica. Os resultados mostraram a presenca de moderado infiltrado
inflamatdrio como resposta ao Fill Canal, enquanto os tecidos apicais e periapicais
apresentaram auséncia de inflamacdo e de areas de necrose, parecendo se tornar
totalmente mineralizado quando a obturacéo foi realizada com o AH Plus.

Berbert et al.” (2002) avaliaram a resposta histopatolégica do tecido
periapical de dentes de cdes com periodontite apical cronica. Os canais radiculares
foram instrumentados e irrigados com hipoclorito de sodio 5,25% e preenchidos
com curativo de demora a base de hidroxido de célcio (Calen PMCC ou Calasept)
por 30 dias. Em seguida, os canais foram obturados com guta percha e Sealapex
ou AH Plus. Apos 360 dias, os dentes foram preparados histologicamente, e o
reparo dos tecidos apical e periapical foram analisados em microscépio. Os
resultados encontrados mostraram que o Sealapex apresentou o melhor reparo
apical do que o AH Plus, principalmente quando utilizou-se como medicacdo
intracanal a pasta Calen com PMCC.

Mendes et al.>?

(2003) avaliaram o efeito de dois cimentos a base de OZE
sobre a atividade de macrofagos. Para verificacdo da citotoxicidade dos cimentos
Pulp Canal Sealer EWT (PCS EWT) e Endofill frescos, esses foram inseridos em
capilares de vidro de 2 mm de didametro os quais foram colocados em contato com
as culturas de macréfagos de camundongos por 2, 48 e 72 horas, sendo que as
células apresentaram viabilidade acima de 95% mesmo ap6s 72 horas em contato

com os cimentos. A produgdo de NO foi verificada por meio da reagéo de Griess,

sendo utilizado um tubo vazio como controle. A producdo de NO por macréfagos
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foi igualmente inibida por ambos os cimentos, sem interferéncia do tempo de
espatulacdo e da ativacdo por IFN-w¥. Assim, os cimentos ndo afetaram a
viabilidade dos macrdfagos, no entanto, a producdo de NO em resposta a ativacdo
com IFN- » foi diminuida, sendo que amostras frescas e ap0s presa tiveram
atividades inibitdrias similares.

Silva et al.%®

(2005) avaliaram a liberacdo de NO por macréfagos
peritoneais de camundongos apds o contato com cimentos endodonticos. Apds
estabelecer a concentracdo adequada para cada material, a producdo de NO foi
dosada pelo método de Griess a partir do nitrito acumulado no sobrenadante das
culturas celulares. As células estimuladas com os cimentos endoddnticos
apresentaram menor quantidade de NO liberado quando comparadas ao controle
positivo LPS (p<0,001), sendo a producdo classificada em ordem crescente:
Sealapex > Endofill = Polifill > LPS.

A citotoxicidade de dois cimentos endodénticos foi avaliada por Queiroz

et al.%

(2005) em cultura de macrofagos peritoneais de camundongos. Apos 48
horas de contato da cultura celular com a suspensdo dos cimentos foi feita a
analise da producdo de NO por meio da reacdo de Griess e a leitura realizada em
um leitor ELISA. Verificou-se que os macréfagos em contato com concentraces
similares da suspensdo dos cimentos, produziram menores quantidades de NO em
contato com Endofill, em relacdo ao Sealer 26, o qual ndo apresentou diferenca
significativa (p>0.05) quando comparado ao grupo controle positivo (células +

lipopolissacarideo/LPS). Os autores concluiram que usando a técnica de cultura

de células, macrdéfagos peritoneais de camundongos produziram quantidades
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variadas de NO em contato com os cimentos endodonticos Sealer 26 e Endofill.
Considerando que células em condi¢bes de agressdao ou estresse produzem
grandes quantidades de NO, o cimento Sealer 26 mostrou maior toxicidade que o
Endofill.

Queiroz et al.®®

(2006) avaliaram a citotoxicidade de cimentos
endodénticos em cultura de macrofagos peritoneais de camundongos quanto a
producdo de Oxido nitrico. Os materiais Topseal e Sealapex foram espatulados de
acordo com as recomendaces do fabricante e apds completarem a reacdo de presa
foram fracionados e diluidos em polietilenoglicol 400 com auxilio de um
sonicador a concentracdo de 18ug/ml. Apds 48 horas de contato da solucdo dos
cimentos com a cultura celular, a producdo de NO foi verificada por meio da
reacdo de Griess. Os resultados demonstraram que a liberacdo de NO pelos
macrdfagos expostos ao cimento Topseal foi maior quando comparado ao
Sealapex, com diferenga estatisticamente significante (0<0,05). Assim, para
avalicdo da agressdo celular em resposta a producdo de NO, o Sealapex
apresentou reduzida citotoxicidade.

Eldeniz et al.'® (2007) avaliaram o efeito citotoxico de cimentos
endoddnticos em fibroblastos gengivais humanos (FGH) e fibroblastos de
camundongos (linhagem L929). Os materiais foram espatulados de acordo com as
recomendacdes do fabricante e inseridos em moldes de teflon. Apds o
endurecimento, os espécimes foram divididos em dois grupos, onde 4 amostras
foram imersas imediatamente em meio de cultura (espécimes frescos) e outras 4

foram colocadas em placa de Petri e mantidas em camara umida a 37°C, sendo
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que apés 7 dias também foram inseridas em meio de cultura (espécimes
envelhecidos). Os eloatos ndo diluidos foram utilizados para realizagdo do teste de
viabilidade celular. Epiphany, Endo-Rez, Apexit e Acroseal foram
significativamente mais téxicos que os outros cimentos (P <0,05). AH
Plus ndo exerceu qualquer efeito citotoxico sobre FGH e o eloato referente aos
espécimes envelhecidos pareceu induzir a proliferacdo celular. No entanto,
apresentou efeito altamente citotoxico quando o eloato dos espécimes frescos foi
colocado em contato com fibroblastos L929, reduzindo a citotoxicidade quando as
amostras envelhecidas foram utilizadas. RoekoSeal e GuttaFlow demonstraram
citotoxicidade suave. GuttaFlow foi ligeiramente mais citotoxico para ambas as
culturas, especialmente, quando testado fresco. Os resultados levaram a concluséo
de que os cimentos apresentam citotoxicidade variada, o que advém da diferente
composicao de cada um.

Lee et al.*?

(2007) avaliaram a expressdo de NO e da iNOS por macrofagos
RAW 264.7 expostos a cimentos endodonticos e LPS. Encontraram que extratos
dos cimentos N2 Universal (a base de OZE), Sealapex (a base de hidroxido de
calcio) e AH 26 (a base de resina epdxica) suprimiram a inducdo da iNOS e
inibiram a producdo de NO, sendo esta dose-dependente sem evidéncias de efeitos
citotdxicos.

Gomes Filho et al.?°

(2008) avaliaram a reacdo tecidual a dois cimentos a
base de hidréxido de célcio, Acrosel e Sealapex (nova formulagdo). Tubos de
dentina preenchidos com os materiais e tubos vazios (controle) foram implantados

no tecido conjuntivo do dorso de ratos. Sete e trinta dias ap6s implantacdo, os
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animais foram sacrificados e 0s espécimes preparados para andlise histologica. Os
tubos de dentina em que ocorreu desmineralizacdo foram usados para avaliar a
reacdo inflamatoria e nos tubos ndo desmineralizados foi observada a inducéo de
mineralizacdo pelos cimentos. Os resultados demonstraram que ambos os
cimentos causaram reacdo inflamatdria suave ou moderada aos 7 dias, porém
houve diminuicdo da inflamacéo aos 30 dias e a capsula fibrosa formada ao redor
da abertura dos tubos apresentava-se fina. O Sealapex foi o Unico que levou a
mineralizacdo do tecido subcutaneo dos ratos. Apesar da reacao tecidual aos dois
cimentos ser similar, sdo necessarias pesquisas com outros modelos de animais
para verificar se o Acroseal pode causar risco ao selamento bioldgico de apices
radiculares humanos.

Leonardo et al.*®

(2008) estudaram a biocompatibilidade do RoekoSeal e
AH Plus aos tecidos periapicais de cdes. Trinta e dois pré-molares tiveram a
polpa radicular removida com uma lima hedstroen # 25, e a camada de cemento
apical perfurada com lima tipo kerr #15, # 20 e # 25, para padronizacao do forame
apical. Foi realizado preparo biomecanico no comprimento de trabalho até lima
tipo Kerr #60, e os canais foram obturados pela técnica de condensacao lateral.
Apb6s o periodo experimental de 90 dias, os animais sofreram eutanésia,
removeram-se 0s blocos contendo 0sso e 0s elementos dentarios, e 0s espécimes
foram preparados para analise histopatoldgica. No grupo 1 (RoekoSeal Auto
Mix), foi observada deposicdo de tecido mineralizado, com completa

formacdo de tecido mineralizado apical em 43,8% dos dentes e

selamento parcial em 56,2%. No grupo 2 (AH Plus) houve completa formacéo
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de tecido apical mineralizado em 12,5% das amostras, selamento parcial em
75% e auséncia de selamento em 12,5%. N&o houve diferenca entre 0s grupos
em relagdo ao infiltrado inflamatério; espessura do ligamento periodontal e
reabsorcao de dentina, cemento ou 0sso (p>0,05). De acordo com 0s pardmetros
do presente estudo, o RoekoSeal apresentou respostas bioldgicas satisfatorias
guando comparado aos efeitos do AH Plus.

Scarparo et al.®®

(2009) avaliaram a reacdo do tecido subcutaneo de ratos
frente a cimentos endodénticos. Tubos de polietileno foram preenchidos com
Endorez (a base de resina metacrilato), AH Plus (a base de resina epoxica) e
Endofill (a base de OZE) e implantados em ratos. Apds 7, 30 e 60 dias, foi
realizada a andlise histoldgica dos espécimes. Os resultados mostraram
diminuicdo do numero de células inflamatorias e aumento de fibras ao longo dos
periodos experimentais quando o AH Plus foi utilizado. Os cimentos Endorez e
Endofill mostraram inflamagdo mais intensa e de longa duracdo, com a presenca
abundante de células inflamatorias. Na presenca Endofill a condensacéo fibrosa
nédo foi obtida apds 7 dias, e nos outros periodos tornou-se mais evidente, embora
fina ou desorganizada. Somente o grupo controle, no qual foi implantado um tubo
vazio, mostrou reducdo significativa nas caracteristicas da reacdo inflamatoria aos
60 dias. Valores reduzidos de formacgédo de abscesso foram encontrados durante
todo o experimento. O presente estudo indicou uma tendéncia dos cimentos a base

de resina metacrilato e de OZE apresentarem maior potencial para irritagdo dos

tecidos, no entanto os autores concluem que nenhum dos materiais testados
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ofereceu as caracteristicas ideais de biocompatibilidade desejavel em um cimento
endodontico.

Gomes Filho et al.?* (2009) investigaram os efeitos dos materiais Endo
CPM Sealer, Sealapex (nova formulacdo) e MTA Angelus na viabilidade de
fibroblastos de camundongos (L929). Os materiais foram inseridos em tubos de
polietileno e estes colocados em contato com a cultura celular. Ap6s 24 horas de
incubacéo, o teste MTT para verificagdo da viabilidade celular foi realizado. A
analise estatistica dos dados ndo mostrou diferenca significante entre os trés
cimentos, os quais ndo foram citotxicos comparados com o grupo controle.

Al-Hiyasat et al.? (2010) verificaram os efeitos citotoxicos de quatro
cimentos endodonticos: EndoREZ, Epiphany, Metaseal e AH Plus. Utilizaram
eloatos dos materiais em contato com fibroblastos C 3T3 de camundongos Balb
por 48 horas, e apds esse periodo a citotoxicidade foi determinada por meio do
teste de MTT. Os resultados encontrados mostraram que todos 0s cimentos
apresentaram citotoxicidade em diferentes graus, sendo que o AH Plus apresentou
baixo efeito citotoxico, seguido do EndoRez (moderado), Epiphany (altamente
citotoxico) e Metaseal com atividade citotoxica severa. Os eloatos foram diluidos
(1:10) e somente citotoxicidade severa ainda foi observada para o Metaseal, em
contraste com os eloatos diluidos dos outros cimentos que apresentaram inibicéo
da viabilidade celular dependente da concentracdo do eloato. Assim, o AH Plus
pode ser considerado o mais biocompativel entre os cimentos estudados, ja que
apresentou maior viabilidade dos fibroblastos independente da diluicdo do seu

eloato.
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Suzuki et al.”*

(2010) estudaram a resposta do tecido periapical de dentes
de cées cujos canais radiculares foram obturados em Unica sessdo com guta percha
e um cimento endodéntico a base de OZE, o Endométhasone, aquém (grupol) ou
além (grupo 2) do forame apical. Ap6s 90 dias do tratamento realizado, as raizes e
o0 tecido circundante foram obtidos individualmente e preparados para analise
histomorfolégica. Os resultados mostraram predominancia de infiltrado
inflamatdrio crénico leve no grupo 1, porém severo no grupo 2. Assim, a auséncia
de completo fechamento do forame principal e a presenca de infiltrado
inflamatdrio crénico em todos os espécimes, principalmente de intensidade
elevada no grupo 2 onde ocorreu sobreobturagdo, demonstrou que o
Endométhasone ndo promove uma reparacdo endodoéntica ideal. No entanto, a
presenca em alguns espécimes de tecido conjuntivo fibroso circundando
parcialmente fragmentos do cimento sugere que a completa encapsulacdo de
particulas do material pode ocorrer apds longos periodos, reduzindo o infiltrado
inflamatdrio periapical.

Gomes-Filho et al.

(2010) estudaram a reacdo do tecido conjuntivo de
ratos ao implante de tubos de dentina preenchidos com mineral trioxido
agregado(MTA), Sealapex (nova formulacdo) e a combinacdo de MTA com
Sealapex, e tubos vazios como controle. A analise histoldgica foi realizada nos
periodos de 7 e 30 dias, sendo que para ambos, 0s resultados para os materiais
estudados foram similares. Apds 7 dias, todos 0s grupos experimentais

apresentaram reagdo inflamatdria cronica moderada, a qual tornou-se suave aos 30

dias. O efeito desses materiais endodbnticos na viabilidade de fibroblastos de
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camundongo (L929) também foi avaliado. Para tanto, tubos de polietileno
preenchidos com os materiais foram colocados em contato com a cultura de
células em placas de 24 compartimentos, e apds 24 horas realizado o teste de
MTT. Nédo houve diferenca estatisticamente significante (p>0,05) entre 0s grupos
experimentais e controle, e todos os materiais nao inibiram a viabilidade celular.
Silveira et al.”® (2011) investigaram a biocompatibilidade de cimentos
endoddnticos com diferentes composi¢es quimicas em tecido conjuntivo
subcutdneo de ratos. Sessenta animais foram divididos aleatoriamente em 4
grupos, de acordo com o cimento: Epiphany, AH Plus, Pulp Canal Sealer ou
Sealapex (nova formulacdo). Tubos de polietileno preenchidos com os materiais
foram inseridos no tecido conjuntivo e removidos apos 7, 15 e 30 dias para analise
histologica. Esta considerou: espessura da capsula fibrosa, severidade da reacao
inflamatdria e presenca de células gigantes. O Sealapex induziu a menor resposta
inflamatdria em todos os periodos de avaliagdo, sendo moderada apés 7 dias, com
reducdo nos demais periodos avaliados. AH Plus mostrou uma fina capsula
fibrosa aos 7 dias, semelhante ao grupo controle, e reacédo inflamatoria leve aos 15
e 30 dias. Pulp Canal Sealer apresentou reacdo inflamatoria leve apos 7 dias,
porém aos 15 dias teve um aumento tornando-se moderada aos 30 dias, estando
presentes células plasmaticas e macréfagos. Para o Epiphany foi observada reacéo
inflamatéria moderada a severa nos 3 periodos avaliados. Os resultados
mostraram que 0s cimentos estudados apresentam compatibilidade biolégica
aceitavel ap6s 30 dias, exceto o Pulp Canal Sealer que ndo apresentou diminuigéo

da reacgdo inflamatdria ao longo do tempo.
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Farhad et al.'” (2011) verificaram a biocompatibilidade de cimentos
endododnticos em contato com tecido subcutaneo de ratos. Tubos de polietileno
vazio e preenchidos com AH Plus, Epiphany e Cimento de Grossman foram
inseridos no dorso dos animais. Os grupos foram divididos de acordo com 3
periodos experimentais: 15, 30 e 60 dias. Apos avaliacdo dos cortes histoldgicos
de cada regido, para todos os grupos, a resposta inflamatdria tecidual observada
variou de aguda, para o periodo de 15 dias, até crbnica, para 30 e 60 dias e 0
infiltrado de células inflamatdrias diminuiu ao longo do tempo. Os cimentos AH
Plus e Epiphany apresentaram reacdo tecidual inflamatéria semelhante, sendo
moderada aos 15 dias e suave aos 30 e 60 dias, com diferenca significante entre o
primeiro e Gltimo periodos avaliados. JA o cimento Grossman, em todos 0S
periodos estudados, apresentou resposta inflamatoria severa, sendo
significativamente diferente dos outros grupos, seguido do AH Plus, Epiphany e
controle, que ndo apresentaram diferenca significante entre si.

Silva-Herzog et al.®

(2011) avaliaram a resposta inflamatoria tecidual para
os cimentos RoekoSeal, AH Plus e Sealapex (nova formulac¢do) utilizando um
método fisico-quimico para quantificacdo do aumento da permeabilidade vascular
e andlise histopatologica. Os cimentos, solucdo salina (controle negativo) e
Cloropercha (controle positivo) foram injetados em cinco sitios locais demarcados
aleatoriamente em cada rato, os quais foram aleatoriamente distribuidos em 4
grupos de acordo com os periodos de avaliacdo (1, 3, 7 e 14 dias). Os resultados

encontrados mostraram que em 14 dias o Sealapex produziu significativamente

mais exsudato inflamatério que o AH Plus e Roeko-Seal (p<0,05), porém entre
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esses ndo houve diferenca significante (p>0,05). O Sealapex (nova formulagao)
foi o cimento mais irritante, produzindo inflamacdo grave com a presenca de
células gigantes multinucleadas, enquanto o Roeko-Seal foi o material mais
biocompativel, produzindo a menor quantidade de exsudato inflamatério.

Karapinar-Kazandag et al.*®

(2011) investigaram o efeito citotoxico de
diferentes cimentos em contato com linhagem de fibroblastos L929 e com células
humanas pulpares. Foram confeccionados espécimes de cada material, os quais
foram inseridos em meio de cultura e incubados a 37°C e 5% CO,. Apds 0s
periodos de 1, 4 e 7 dias, os eloatos dos cimentos foram diluidos a 50% e 25% em
meio de cultura e utilizados para a realizacdo do teste de viabilidade celular MTS.
Os resultados mostraram que os cimentos endoddnticos apresentam diferente
citotoxidade dependendo de sua composi¢do quimica, sendo que para o0 cimento

AH Plus, a citotoxicidade observada foi minima ou ausente, para os dois tipos

celulares e condicdes estudadas.



PROPOSICAO

Avaliar o efeito da laserterapia sobre a viabilidade de macréfagos e sua
producdo de Oxido nitrico frente aos cimentos endoddnticos Endofill, AH Plus e

Sealapex.



MATERIAL E METODO

- CULTURA DE CELULAS

Para a realizagdo do estudo foi utilizada a linhagem celular imortalizada de
macréfagos de camundongo RAW 264.7 (ATCC TIB-71) (Figural). Os
macrdfagos foram cultivados em garrafas plasticas para cultivo celular com meio
de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium, SIGMA Chemical Co,
St Louis, MO, USA) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab,
Campinas, SP, Brasil), 100 IU/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e

2mmol/L de glutamina (GIBCO, Grand Island, NY, USA).

FIGURA 1 - Macréfagos murinos (RAW 264.7), em
microscépio de luz invertida Nikon Eclipse TS100, com aumento
de 40x.

Fonte: Arquivo pessoal de Fernanda Gongalves Basso. (LPEB -
Laboratério de Patologia Experimental e Biomateriais)
Novembro.2011
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As celulas foram mantidas em estufa a 37°C, em uma atmosfera de 5% de
CO;, (Isotemp Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA). As substituicbes do meio
de cultura foram realizadas a cada 2 dias e o crescimento celular foi avaliado a
cada 24 horas. As células foram subcultivadas a partir da obtencdo de
subconfluéncia, até obter-se 0 nimero de células adequado para a realizacdo da
pesquisa.

Apos a obtengdo do numero de células adequado para cada experimento
(5 x 10° células/ml), as células foram cultivadas em placas de 24 pocos (5 x 10°
células/poco), utilizando-se para isto DMEM complementado com 5% de SFB. As
células foram mantidas em estufa a 37°C, em uma atmosfera de 5% de CO, por 24
horas, e apds esse periodo, 0 meio de cultura foi substituido por DMEM sem SFB,
para evitar a possivel interacdo dos componentes do SFB com o0s cimentos
endodonticos.

Em seguida, os cimentos endodénticos foram adicionados de acordo com
as concentracdes pré-determinadas, e as células foram irradiadas com laser de
baixa intensidade, de acordo com a dose determinada no estudo piloto. As células
foram mantidas em estufa a 37°C, em uma atmosfera de 5% de CO..

Apo0s 24 horas da realizacdo dos protocolos experimentais, foi avaliado o
efeito da laserterapia de baixa intensidade sobre essas células, na presenca ou

auséncia dos cimentos endodonticos.
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- IRRADIACAO COM LASER DE BAIXA INTENS DADE

Para irradiacdo das células foi utilizado um protétipo laser infra-vermelho
proximo (LASERTable; 1780 + 3 n.m, 25 mW)>*®*’ desenvolvido pelo Grupo de
Optica do Centro de Pesquisa em Optica e Fotdnica (CePOF) do Instituto de

Fisica de Sao Carlos (IFSC) da Universidade de Sdo Paulo(USP) (Figura 2).

FIGURA 2 — A - Figura esquematica do dispositivo de irradiacdo. Fonte: Arquivo
Instituto de Fisica de Sao Carlos — USP. B - Figura da LASERTable.

Este dispositivo € composto por 12 diodos do tipo InGaAsP (Arseneto de
indio galio e fosfato) posicionados na LASERTable para irradiar individualmente
cada um dos 12 pocgos existentes em uma placa de cultura celular de 24

compartimentos (Figura 3).
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FIGURA 3 - Distribui¢do da cultura celular em placa de 24
pocos de acordo com a posi¢do dos diodos da Lasertable.

Para determinar qual a dose utilizada, foi realizado inicialmente um estudo
piloto avaliando os efeitos de diferentes irradiacdes sobre as células sem adicéo
dos cimentos. Devido ao comprimento de onda e a poténcia da LASERtable
serem fixos, o protdtipo era ajustado para que as células fossem irradiadas por 80,
240 e 400 segundos, obtendo-se assim as doses de 1J/cm?, 3J/cm?® e 5J/cm?,
respectivamente.

A dose de 3J/cm?, pré-determinada no estudo piloto, foi utilizada para a
irradiacdo realizada ap0s a adigdo da suspensdo dos cimentos a cultura de
macrdéfagos, sendo que a metodologia esta descrita no item referente aos cimentos
endoddnticos. As células dos grupos controle receberam o mesmo tratamento que

as dos grupos experimentais (Um grupo controle para cada grupo experimental).
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- AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Para determinar a viabilidade celular foi empregada a técnica colorimétrica
utilizando uma solucdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT), que se baseia na verificagdo da atividade e integridade mitocondrial,
interpretada como uma medida de viabilidade celular. Esta metodologia baseia-se
na capacidade que células viaveis tém de clivar o anel tetrazélico presente no sal
de MTT pela acdo de enzimas desidrogenases presentes na mitocondria ativa,
formando cristais de formazan, insollveis em agua e de cor purpura, acumulando-
se nas células devido a sua incapacidade de atravessar a membrana celular®

(Figura 4).

FIGURA 4 - Macréfagos murinos (RAW 264.7), em microscopio
de luz invertida Nikon Eclipse TS100, com aumento de 40x, apés
realizacdo de teste de viabilidade celular.

Fonte: Arquivo pessoal de Fernanda Gongalves Basso. (LPEB -
Laboratério de Patologia Experimental e Biomateriais)
Novembro.2011
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Ap6s 24 horas de contato dos macrofagos com o0s cimentos
endoddnticos*, o sobrenadante foi removido, foram adicionados 900uL de
DMEM sem SFB e 100ul da solugdo de MTT (5mg/ml em solugdo tampéo
fosfato-salina) e as células foram incubadas por 4 horas em estufa 5% de COg,
95% de umidade a 37°C . Apos este periodo adicionou-se 600uL de isopropanol
para diluigdo dos cristais de formazan. As densidades Opticas das solugdes foram
medidas por espectrofotdbmetro com filtro de 570 n m de comprimento de onda

(ThermoPlate, Nashan Distict, Shenzhen, China).

- CIMENTOSENDODONTICOS
Foram utilizados os seguintes cimentos endodonticos:
a) Endofill (Dentsply HERO, Industria e Comércio Ltda, Petrépolis-RJ,
Brasil)
b) AH Plus (Dentsply HERO, Industria e Comércio Ltda,, Petrépolis-RJ,
Brasil)

c) Sealapex (Sybron Kerr, Industria e Comércio Ltda, Guarulhos-SP, Brasil)

Composicdo dos cimentos endodénticos, segundo os fabricantes:

a) Endofill (Dentsply HERO)

P&: oxido de zinco, resina hidrogenada, subcarbonato de bismuto, sulfato de béario
e borato de sodio

Liquido: eugenol e 6leo de améndoas doces
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b) AH Plus (Dentsply HERO)

Pasta A: resina epoxi de Bisfenol-A, resina epoxi de Bisfenol-F, tungstato de
calcio, 6xido de zirconio, silica, pigmentos de 6xido de ferro.
Pasta B: dibenzildiamina, amina adamantada, TDC-diamina, tungstato de célcio,

oxido de zirconio, silica, 6leo de silicone.

¢) Sealapex (Sybron Kerr) — Nova Formulacdo

Pasta Base: 6xido de calcio, fosfato tricalcio, benzeno butil sulfanilamida, 6xido
de zinco, agua destilada
Pasta Catalisadora: trioxido de bismuto, resina de salicilato de metila, salicilato de

isobutil, silica pulverizada, dioxido de titanio, pigmento

Preparo e Obtencéo das solucdes dos cimentos:

Foi realizado um estudo piloto para definir qual a concentracdo das
suspensdes dos cimentos diluidas seria colocada em contato com a cultura celular
e, apos realizacdo do teste de MTT, determinar a concentracao inibitéria de 50%
(ICs0), segundo o preconizado pela International Standard Organization (1ISO),
Norma 1SO n°10993*, a qual foi selecionada para a realizacdo dos testes
propostos. Para tanto, foram preparadas dilui¢fes seriadas de acordo com cada

suspensdo de cimento endodontico. Para o cimento Endofill, foram utilizados
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60pL de eugenol (volume referente ao recomendado pelo fabricante, trés gotas) e
256 miligramas (mg) de po6, quantidade determinada pela média de cinco
espatulacdes cuja proporgdo ideal formasse um fio de 2cm apds verter a espatula
metélica n°24 contendo o volume espatulado e, a partir da qual, era obtida a
diferenca entre a massa inicial e a final em mg®, pesadas em uma balanca de
precisdo (Metler AJ150, da Metler-Toledo AG, USA).

Para os cimentos Sealapex e AH Plus, por serem cimentos do tipo
pasta/pasta, foram colocadas partes iguais de pasta base e de pasta catalisadora
sobre uma placa de vidro (3 cm de cada) e com auxilio de uma espatula metélica
n°24 foram incorporadas uma a outra até obtencdo de uma mistura homogénea.

Ap0s espatulacdo, 90 mg dos cimentos foram pesadas em uma balanca de
precisdo, diluidas em 5 mililitros de Polietilenoglicol 400 com o auxilio de um
sonicador (Sonic & Materials, Vibra Cell, Sonic & Materials Inc. Danbury, CT,

USA) e a suspensdo dos cimentos foi autoclavada por 20 minutos & 121°C%
(Figura 5). A partir da concentragdo inicial da suspensdo de cada cimento
(18mg/ml), foram realizadas diversas diluicbes (diluicdo fracionada) em
DMEM®2, As solugdes dos cimentos diluidas foram colocadas em contato com a
cultura de macrdéfagos de camundongos e, através do teste de MTT foi
determinada a concentracdo de inibicdo (ICsp) a qual foi selecionada para a

realizacéo dos testes propostos.
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FIGURA 5 - Suspensdo dos cimentos endodonticos Endofill,
AH Plus e Sealapex na concentracéo inicial de 18 pg/ml.

- GRUPOSDE ESTUDO

Os grupos foram distribuidos de acordo com os resultados de cada piloto
conforme o demonstrado no Quadro 1, com e sem irradiacdo pelo LBI infra-
vermelho. Para o grupo controle negativo, as células foram mantidas somente em
meio de cultura celular DMEM. Para o grupo controle positivo, foi adicionado a
cultura celular lipopolissararideo (LPS) de Escherichia coli, na concentracdo de

1ug/ml, por ser um potente estimulador de macréfagos®® %"
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Quadro 1 - Divisdo dos grupos experimentais e controles

Grupos Cimentos Endodonticos Irradiacéo

G1 (controle negativo) -

G2 (controle negativo -
irradiado)

G3 (controle positivo-LPS) -

+ |1

G4 (controle positivo irradiado -LPS) -
G5 Endofill -
G6 Endofill +
G7 Sealapex -
G8 Sealapex +
G9 AHPIlus -
G10 AHPlus +

- DETERMINACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO

O Oxido nitrico (NO) foi quantificado espectrofotometricamente pelo
acumulo de nitrito no sobrenadante da cultura de células, por meio da reacdo de
diazotagdo com o reagente de Griess (composto de 1 g de sulfanilamida (Merck),
0,1 g de dicloro N(1-naftil) etilenodiamina (Merck), 2,5 ml de &cido ortofosforico
(Mallinckrodt Chemical) e 4gua deionizada g.s.p 100 mI**,

Apos 24 horas da adicdo das soluces dos cimentos endodonticos sobre a
cultura de macréfagos e realizacdo dos protocolos de irradiacdo, aliquotas de 50
uL dos sobrenadantes das culturas de células foram transferidas com auxilio de
uma pipeta para uma placa de cultura de células de 96 cavidades de fundo plano
(Corning, Inc.) e acrescentou-se igual volume de reagente de Griess. Ap6s 10
minutos de incubacdo em temperatura ambiente ao abrigo da luz, a absorbancia
foi determinada em UV/visivel com filtro de 540nm em espectrofotdmetro

(Microplate Reader, Multiskan Ascent, Labsystems). As concentracfes de NO
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liberadas nos sobrenadantes das culturas celulares foram calculadas a partir de
uma curva padrdo, previamente estabelecida, com concentracbes molares
conhecidas de nitrito de sodio e os valores expressos em pmols de nitrito/5x10°

células.

- ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados foi realizada por intermédio do
programa estatistico GraphPad Instat aplicando-se analise de variancia com
determinacdo do nivel de significancia para p<0,05, através de comparacdes
multiplas (teste de Tukey). Todos os experimentos foram realizados em
triplicata utilizando seis amostras por grupo experimental. Os graficos foram

confeccionados com o auxilio do programa Microcal Origin 7.0.



RESULTADO

A dose de irradiacéo utilizada no presente estudo foi determinada por meio
de um estudo piloto no qual a viabilidade celular foi verificada apos a aplicacdo
do laser sobre a cultura de macréfagos, nas doses de 1J/cm?, 3J/cm? e 5J/cm?. Os
resultados encontrados estdo representados na Figura 6, sendo que a dose
selecionada para a realizagdo dos demais testes foi a de 3J/cm?, pois apresentou

elevada quantidade de células viaveis.

FIGURA 6 - Viabilidade de macréfagos RAW 264.7 na auséncia
(grupo controle) e presenca de diferentes doses de irradiacéo.

A concentracdo adequada para cada cimento endodoéntico foi determinada
por meio da realizacdo do teste MTT, sendo selecionadas as concentracGes que
determinaram 50% de células viaveis apds o contato com cada material, as quais
estdo relacionadas na Tabela 1. Os resultados demonstraram que cada cimento
endodéntico promoveu a viabilidade de 50% de células em diferentes

concentragdes (Figura 7). O Endofill foi o material que apresentou maior
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citotoxicidade, ja que para a mesma porcentagem de viabilidade celular (ICsp),
necessitou de maior dilui¢do, ou seja, uma menor concentracdo (6 pg/ml). Por
outro lado, o Sealapex apresentou menor efeito citotdxico, pois sua concentracao
foi a maior (75 pg/ml). J4 o AH Plus representou citotoxicidade intermediaria (30

pug/ml) (Tabela 1).

Tabelal — Concentrac@es de ICsy para os cimentos Endofill, AH Plus e Sealapex

Cimentos endodonticos Concentragao de I nibigdo (I Csp)
Endofill 6 pug/mi
AH Plus 30 pg/ml
Sealapex 75 pg/mi

- VIABILIDADE CELULAR

As medias e desvios padrdo das porcentagens de viabilidade celular de
macrofagos expostos aos cimentos Endofill (6 pg/ml), AH Plus (30 pg/ml) e
Sealapex (75 pg/ml) ou ao LPS (1 pg/ml), com aplicagdo ou ndo do laser de baixa
intensidade (3J/cm?) e na auséncia de estimulo estdo apresentados na Figura 7 e

Tabela 2.
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FIGURA 7 - Viabilidade de macréfagos RAW 264.7 em presenca de diferentes cimentos

endodonticos, em suas respectivas concentragdes, LPS em 1 pg/ml ou somente meio de cultura

DMEM, com e sem laser de baixa intensidade na dose de 3J/cm?.

Tabela 2 - Médias e desvio padrdo dos valores de viabilidade celular (%) em

presenca de diferentes cimentos endoddnticos (Endofill,

de baixa intensidade

AH Plus e Sealapex) e laser

Grupos Experimentais Média Desvio Padréo
Controle negativo 100° 6,06
Laser 109,54° 6,09
Controle positivo-LPS 86,06° 12,29
LPS + laser 89,58" 5,31
Endofill 52,58° 3,68
Endofill + laser 73,56" 4,14
AH Plus 52,71° 2,86
AH Plus + laser 112,59° 11,32
Sealapex 55,16° 2,8
Sealapex + laser 79,76° 12,32

Comparacéo entre grupos: Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante.
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- PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO

As médias e desvios padrdo dos valores de liberacdo de o6xido nitrico (NO),
em micromols, por macrofagos expostos aos cimentos Endofill (6 pg/ml), AH
Plus (30 pg/ml) e Sealapex (75 pg/ml) ou ao LPS (1 pg/ml), com ou sem
aplicacdo do laser de baixa intensidade (3J/cm?) e na auséncia de estimulo, estdo

apresentados na Figura 8 e Tabela 3.

FIGURA 8 - Producdo de Oxido nitrico por macrdfagos RAW 264.7 em presenca de diferentes
cimentos endoddnticos, em suas respectivas concentracdes, LPS em 1 pg/ml ou somente meio de

cultura DMEM, com e sem laser de baixa intensidade na dose de 3J/cm?.
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Tabela 3 - Médias e desvio padrdo dos valores de liberacdo de NO (umol/5x10°
células) por macroafos expostos a diferentes cimentos endodénticos (Endofill, AH

Plus e Sealapex) e laser de baixa intensidade

Grupos Experimentais Média Desvio Padréo
Controle negativo 34,32° 1,53
Laser 33,71° 1,48
Controle positivo-LPS 48,31° 2,65
LPS + laser 49,25° 2,01
Endofill 17,52° 1,44
Endofill + laser 16,37° 1,55
AH Plus 8,65" 0,54
AH Plus + laser 8,38" 1,12
Sealapex 10,37¢ 2,06
Sealapex + laser 10,06" 1,19

Comparacéo entre grupos: Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante.

Ao se correlacionar os dados obtidos nos dois testes realizados, tem-se que
a viabilidade celular no grupo onde as celulas foram expostas ao LPS diminuiu
em relacdo as células sem estimulo, porém essa diferenca nédo foi estatisticamente
significante (p>0,05). No entanto, a producdo de NO foi significativamente maior
quando LPS foi adicionado a cultura de macrofagos quando comparado as células
na auséncia de LPS (p<0,001). .

Com relagéo ao efeito da irradiacdo com o laser de baixa intensidade,
nossos achados demonstraram que todos os grupos estudados, quando submetidos
a esta, apresentaram aumento de viabilidade celular.

Na auséncia de cimentos endodonticos, quando as células receberam
irradiacdo, apresentaram aumento da viabilidade celular quando comparadas as
células em contato somente com meio de cultura, no entanto essa diferenca nao

foi estatisticamente significante (p>0,05). Nas células onde se adicionou LPS, o
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LBI também promoveu aumento da viabilidade de macrofagos da linhagem RAW
264.7, porém, de maneira discreta sem demonstrar diferenca em relagdo ao grupo
controle positivo (p>0,05).

Por outro lado, quando o LBI foi aplicado sobre os macréfagos expostos
aos materiais obturadores Endofill, Sealapex e AH PLus houve aumento da
viabilidade celular em 39,9%, 44,5% e 113,5%, respectivamente, com diferenca
estatisticamente significante quando comparados aos grupos que receberam 0s
cimentos sem irradiacdo (p<0,001).

Nos grupos controle, o LBI ndo teve influéncia na liberacdo de NO, nédo
apresentando diferenca estatisticamente significante entre as células em D-MEM
irradiadas ou ndo, ou entre as células estimuladas com LPS irradiadas ou ndo,
quando comparados entre si (p>0,05).

Quando o LBI foi aplicado sobre as céelulas, ambos os grupos controles
negativo e positivo demonstraram pequeno efeito da irradiacdo no aumento da
viabilidade celular, sem interferir na liberacdo de NO, nédo apresentando diferenca
estatistica significante para as duas analises (p>0,05).

Os resultados alcangados nos grupos onde as células foram expostas aos
cimentos e submetidas a irradiacdo com o laser de baixa intensidade, nédo
demonstraram diferenca entre si individualmente, ou seja, a quantidade de NO
presente no sobrenadante das culturas foi semelhante para cada material com e

sem irradiacdo, sem diferenca estatistica entre eles (p>0,05).



DISCUSSAO

A obturacdo do sistema de canais radiculares é uma das etapas operatorias
do tratamento endoddntico na qual sdo utilizados diferentes tipos de materiais,
sendo que a associacdo de materiais em estado solido, principalmente a guta
percha, com os materiais em estado plastico, representados pelos cimentos
endodonticos, é utilizada mundialmente. Esses materiais devem apresentar
propriedades bioldgicas adequadas e condicdes que favorecam o reparo dos
tecidos periapicais, evitando proporcionar uma agressao local, ja que a diminuicdo
dos indices de sucesso do tratamento dos canais radiculares também pode ser
atribuida & extruséo de cimentos endoddnticos para esses tecidos®.

O reparo dos tecidos periapicais apds o tratamento endodéntico depende
além da composicédo quimica e das propriedades fisico-quimicas e biologicas dos
materiais obturadores, também da quantidade de componentes que podem ser
degradados e penetrar na regido periapical®?®®’. Assim, apés a obturagdo do canal
radicular, o contato direto ou indireto do cimento endoddntico com o periapice’,
pode provocar uma reacdo inflamatéria local ou acentuar uma inflamacdo ja
presente, comprometendo o processo de reparo®**".

Diante de estudos demonstrando agressdo aos tecidos periapicais
proveniente de cimentos endodénticos*“**"*™® onde células inflamatorias
localmente presentes ap6s a obturacdo dos canais radiculares podem sofrer os

9,28,67,73

efeitos de substéncias liberadas durante a presa desses materiais e

1,5,56

considerando ainda determinadas propriedades como a bioestimulacéo ea



70

modelaco inflamatéria tecidual™®™

préprios da laserterapia, optou-se por avaliar
o efeito da irradiagdo com o laser de baixa intensidade sobre macréfagos expostos
a determinados cimentos endodonticos.

Como o contato de um cimento endoddntico com o tecido conjuntivo
periapical pode promover a estimulacdo e ativacdo dos macrofagos, e esta é uma
das principais células responsaveis pela resposta inflamatoria de origem

endoddntica*"®%"?

, optou-se pelo estudo das respostas deste tipo celular. A opgéo
pelo uso de células de uma linhagem imortalizada (macréfago murino
RAW264.7) foi devido a quantidade de células necessaria para que, contidas em
cada compartimento da placa de cultura de 24 pocos pudessem ser submetidas
uniformemente ao feixe de irradiacdo laser determinado pelo prototipo de laser
idealizado para tal.

No presente estudo foi utilizado um prototipo laser infra-vermelho
proximo de diodos InGaAsP (LASERTable; 780 + 3 mm, 25 mW)>***’ o qual
foi projetado para fornecer uma irradiagdo uniforme aos pocos nos quais as
células foram plaqueadas. Esse dispositivo foi utilizado devido a homogeneidade
da luz laser recebida pelos macrofagos em cultura, caracterizando um modelo
experimental preciso.

As doses de irradiacdo utilizadas no estudo piloto (1J/cm? 3J/cm?® e
5J/cm?) foram selecionadas de acordo com pesquisas realizadas tanto com

macréfagos como com outros tipos celulares®’®, e a partir dos resultados

preliminares apresentados no presente estudo, para os demais testes propostos
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selecionou-se a dose de 3J/cm® pois esta apresentou elevados valores de
viabilidade dos macrofagos.
Estudos anteriores vém demonstrando efeitos benéficos do uso do LBI em

diferentes niveis de pesquisa®**"

avaliando a resposta tecidual determinada por
cimentos endodoénticos a base de OZE. Por meio de analises histoldgicas de
dentes de macaco, Crisci'®, 2008, verificou melhor resposta tecidual ao cimento
Endofill, com aceleracdo do processo de reparo periapical apds a utilizagdo do
LBI, principalmente o infra-vermelho. A irradiacdo do tecido subcutaneo de
camundongos que recebeu espécimes contendo este cimento, também levou a
diminuicdo do efeito irritante causado por ele’, assim como do nimero de
mastocitos presentes no tecido conjuntivo préximo ao material obturador®. Assim,
0 LBI mostrou ter efeito positivo sobre as respostas teciduais quando cimentos
menos biocompativeis, como os a base de OZE, séo utilizados.

Sousa et al.”®, 2009, verificaram que o LBI, quando aplicado sobre cultura
de macrofagos peritoneais ativados por LPS e expostos ao cimentos Sealapex e
AH Plus, diminuiu a secre¢do de TNF- a, um importante mediador inflamatdrio,
porém o efeito da irradiacdo na liberacdo de NO por parte dessas células ndo foi
avaliado. J4, os efeitos teciduais decorrentes do uso do cimento & base de OZE
levantam a necessidade de mais estudos a respeito da irradiacdo do LBI mediante
ao seu uso também ao nivel de cultura de células. Assim, a partir dos resultados
obtidos em outros experimentos, torna-se oportuno o estudo do efeito do LBI
sobre macrofagos expostos ao cimento Endofill, comparando-se com o Sealapex e

0 AH Plus.
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Levando-se em conta que o processo inflamatério pode decorrer de um
estimulo proveniente da obturacdo do canal radicular, deve-se considerar a
capacidade dos cimentos endoddnticos de estimular a acdo dos macrofagos, cuja
liberacdo de mediadores quimicos torna-se ponto de partida para a avaliagdo da
citotoxicidade desses materiais®’. Para se avaliar a producio desses mediadores, é
importante considerar a concentracdo do material obturador que sera colocado em
contato com a cultura de células, sendo que nesta anélise ocorrem as condi¢des
necessarias para estudar o metabolismo e comportamento celular em contato com
diferentes materiais®.

Para tal, inicialmente foi determinada a concentracdo adequada para cada
cimento, de modo que proporcionasse um numero satisfatorio de células viaveis
para a realizacdo dos testes propostos. Dependendo da concentracdo de um
material citotdxico, grande parte das células em contato com ele caminhara para a
necrose’’ e a auséncia de um nimero representativo de células viaveis nos
ofereceria indices nulos ou bastante baixos da liberagdo de mediadores celulares®.
Devido a esse fato, torna-se natural que, ao inicio do experimento, maiores
concentracdes dos cimentos estudados causem alto indice de morte celular, o que
fatalmente ofereceria indices despreziveis, ou até mesmo nulos da secrecdo de
mediadores inflamatdrios, requerendo assim a busca de um aceitavel numero de
células vidveis mediante maiores diluicBes®. Portanto, para cada cimento
avaliado, foi determinada a concentracdo que resultou em viabilidade celular
proxima a 50%, satisfatoria para os testes aplicados. Essa concentracdo foi

determinada de acordo com a norma 1SO 10993-5%, a qual preconiza que
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materiais devem ter seu efeito citotoxico determinado pelo calculo do valor de
ICso, isto €, a concentragdo inibitoria que reduz em 50% o ndmero de células
vidveis®. Para tanto, foi utilizado o teste de citotoxicidade MTT, que, além de ser
preconizado pela Internatinal Standard Organization — Norma 1SO 10993-5%,
apresenta como vantagens a simplicidade, rapidez e precisdo?®.

De acordo com Karapinar et al.*®, 2011, cimentos endodonticos
apresentam diferente citotoxidade, dependendo de sua composi¢do quimica. No
entanto, a metodologia e o tipo celular utilizados podem ser fatores de
interferéncia para essa avaliacgéo.

No presente estudo, cada material endoddntico colocado em contato com a
cultura de macroéfagos, apresentou uma concentracao diferente para a obtencdo de
50% de células viaveis.

Quando os materiais obturadores foram comparados entre si, o Endofill
mostrou-se menos biocompativel, pois, além da necessidade de menor
concentracdo desse cimento (6 pg/ml) para resultar na mesma quantidade de
células viaveis que os demais materiais, estimulou uma maior producao de NO, de
forma significativa em relacdo ao Sealapex e AH Plus (p<0,001). Esses dados séo
confluentes com a preocupagdo em torno do potencial irritante que cimentos a
base de OZE apresentam, o qual ja se tem demonstrado na literatura’% %7476

Por outro lado, o AH Plus e Sealapex foram menos diluidos para se
alcancar a mesma viabilidade dos macrofagos (30 pg/ml e 75 pg/ml,

respectivamente), e a0 mesmo tempo, apresentaram baixo indice de producao de



74

NO, sem diferenca significativa entre eles (p>0,05), comprovando a melhor
biocompatibilidade ja demonstrada por parte desses materiajs®’620-22:30:44:4563.76
A maioria dos trabalhos que avaliaram a biocompatibilidade do Sealapex,
tanto com a formulagdo antiga como com a atual que apresenta modificagfes em
sua composicdo, mais propriamente na substituicdo do sulfato de bério pelo
trioxido de bismuto, tém apresentado bons resultados, com reacdo inflamatoria e

|42,22,45,63,68,70,76, de forma

efeito citotoxico baixos relacionado a esse materia
semelhante ao encontrado no presente estudo, onde o Sealapex foi 0 menos
citotoxico. Por outro lado, alguns estudos avaliando esse cimento em sua nova
formulacdo, mostraram resultados conflitantes. Por meio de analise histoldgica,
uma pior resposta inflamatoria tecidual foi correlacionada as alteracbes na sua

composicao original®

, enquanto um elevado indice de citotoxicidade oferecido
pela nova formulacéo pode ser devido a elevada sensibilidade de células humanas
utilizadas®’.

No presente estudo, a viabilidade de macréfagos expostos ao cimento AH
Plus foi considerada intermediaria em relacdo aos outros dois cimentos
analisados. Ja a literatura tem mostrado resultados controversos em relacdo a esse
cimento, provavelmente devido aos diferentes tipos celulares em que sdo
avaliados. Alguns achados demonstrando efeito citotdxico minimo ou ausente por
parte do cimento AH Plus, tiveram seus testes de viabilidade realizados com
fibroblastos®>*. Eldeniz et al.'®, 2007, avaliando a resposta de duas linhagens

desse tipo celular frente ao AH Plus, verificou sua citotoxicidade em dois

periodos, encontrando efeito altamente citotoxico sobre a linhagem L929
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imediatamente apds a presa, que foi reduzido depois de 7 dias. Porém, ndo
exerceu qualquer efeito citotoxico sobre fibroblastos de gengiva humana.

A biocompatibilidade de cimentos a base de OZE tém sido amplamente
estudada, consolidando sua inferior resposta tecidual, principalmente quando
comparado aos cimentos Sealapex e AH Plus. Tanomaru-Filho et al.”®, 1998,
verificaram persisténcia do processo inflamatério na regido apical e periapical
apos obturacdo com do cimento Fill Canal, a base de OZE. Da mesma forma, em
estudos realizados por Scarparo et al.®® (2009) e Silveira et al.”’ (2011), os
cimentos a base de OZE apresentaram maior potencial para irritacdo do tecido
subcutaneo de ratos e reagdo inflamatdria severa, a qual ndo diminuiu ao longo do
tempo. A citotoxicidade desse tipo de cimento também tem sido avaliada, sendo
que macréfagos expostos ao Endofill®® e fibroblastos em contato com Pulp Canal
Sealer apresentaram baixa viabilidade celular”®, o que demonstra o alto efeito
citotoxico desses cimentos. No presente estudo, o Endofill apresentou maior
citotoxicidade que o Sealapex e AH Plus, o que pode ser explicado pela presenca
de eugenol em sua composicéo’*.

Estudos em cultura de células tém avaliado efeitos citotoxicos de cimentos

2.16,22,36,4251,52,62.6367.68.73 '\ g entanto, testes de citotoxicidade celular

endodoénticos
ndo devem ser utilizados isoladamente para avaliar a biocompatibilidade desses
materiais”. Por isso, além de determinar a citotoxicidade dos cimentos Endofill,
AH Plus e Sealapex, por meio da analise da viabilidade celular, esse estudo

avaliou também a produgdo de 6xido nitrico como um parametro adicional para

andlise da biocompatibilidade dos referidos materiais. A mensuracao da producgéo
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de NO através do método de Griess, fornece dados adicionais para a anélise da
citotoxicidade de materiais, além de ser um procedimento ja bem estabelecido e
amplamente utilizado nos estudos relacionados & sua quantificacéo’®.

Na presenca de diferentes estimulos, como o contato com cimentos
endodénticos, os macrdfagos sintetizam, dentre outras substancias, compostos
intermediarios do nitrogénio, como o NO, proveniente da fagocitose desses
materiais®®*’.

O NO é produzido de acordo com a citotoxicidade de um material que,
quanto mais citotoxico, gera maior resposta celular para fagocita-lo, repercutindo
no aumento da sua liberacdo®. Assim, o NO é considerado um dos principais
mediadores da inflamagéo tecidual®, além de desempenhar papel fundamental na
regulacdo da reacdo inflamatéria periapical quando associado a outras citocinas®’.
Quando produzido em grandes quantidades desempenha funcéo citotoxica, tendo
efeito na potencializacdo do processo inflamatdério e no processo de reabsorgédo
6ssea periapical®®"™. Por outro lado, se liberado em indices baixos, pode favorecer
0 processo de isolamento do corpo estranho, induzindo reparo pés-obturagdo®.

Portanto, apo0s a obturacdo do canal radicular, de acordo com o tipo de
material utilizado, o macrofago pode ser ativado e liberar mediadores quimicos
que apresentam papel importante no reparo bioldgico que se estima obter

A producdo de NO no grupo onde os macrofagos receberam LPS
(1pg/ml), foi significativamente maior em relagéo as células somente em contato
com o meio de cultura (p<0,01). Esse resultado é condizente com os encontrados

na literatura, sendo o LPS bacteriano consagrado como forte estimulo aos
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macrofagos’ 862873,

Isso torna possivel a comparacdo entre 0s grupos, ja que
as células utilizadas apresentam as mesmas condicOes experimentais.

Quando a agédo do LBI foi analisada em relagcdo aos grupos experimentais,
apesar dos resultados demonstrarem efeito significativamente favoravel do laser
no aumento da viabilidade dos macréfagos expostos aos cimentos endoddnticos
(p<001), ndo houve diferenca entre a producdo de NO quando cada material foi
comparado com o respectivo grupo irradiado (p>0,05), fato que ficou evidente
com o emprego do cimento AH Plus, que apresentou mais de 100% de aumento
de viabilidade com a aplicacdo do laser sem, no entanto, oferecer qualquer
alteracdo na liberacdo do NO. Isso demonstra que, ao se obter aumento do nimero
de células, ndo houve proporcionalmente o esperado aumento de liberagdo do NO,
levantando a hipdtese do efeito benéfico do laser, ndo s6 em termos de viabilidade
celular, mas também na liberacdo do NO por parte dos macréfagos.

Assim, a associacdo de novas tecnologias, como o uso do laser de baixa
intensidade, pareceu contribuir para mudangas positivas em relacdo a viabilidade
celular como também na liberacdo de mediadores como o NO, quando do contato
direto de macrofagos com diferentes cimentos endoddnticos, corroborando com
outros achados que demonstraram melhoras nos quadros inflamatdrios, mediante a
aplicacéo da laserterapia®*>71. Por fim, devemos ressaltar que este efeito ndo foi
evidenciado somente ante ao uso de um cimento de menor compatibilidade
biolgica como o OZE, mas também, vindo de encontro com os achados de Souza
et al.”®, 2009, frente a cimentos vistos como mais biocompativeis, como o

Sealapex e 0 AH Plus.



CONCLUSAO

As condicdes e metodologia em que esse estudo foi realizado nos permite
concluir que:
- Todos os cimentos endodonticos, permitiram indices significativamente maiores
de viabilidade celular quando da aplicacéo do LBI.
- O cimento AH Plus apresentou aumento significativamente maior de viabilidade
dos macrofagos em relagcdo aos demais cimentos quando da aplicacdo do LBI ,
seguido do Sealapex e Endofill,
- O LBI néo interferiu de forma significativa na produgdo de NO por parte dos

macrdfagos expostos a nenhum dos cimentos endoddnticos estudados.
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