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Rivas Gutiérrez JC. Avaliacdo da citotoxicidade de materiais obturadores de canais radiculares:
influéncia na liberacdo de fator de necrose tumoral-a, Interferon-y e 6xido nitrico em cultura de
células murinas [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2006.

RESUMO

Os macréfagos constituem uma populacio celular do sistema imune. Estas células
podem ser ativadas por uma variedade de estimulos e suas principais fun¢des incluem a
fagocitose de particulas estranhas, apresentacdo de antigenos, producdo de citocinas e
compostos intermedidrios do nitrogénio (NO) e do oxigénio (H,0,). Os cimentos
endoddnticos sdo capazes de promover uma estimulacdo do sistema imune. Neste estudo,
foram analisados os niveis de quantificagdo das citocinas, além do mediador 6xido nitrico,
como uma medida de estimulagdo de macréfagos peritoneais de camundongos. Através de
andlise estatistica dos dados, foram observados os niveis de citotoxicidade dos macréfagos
de camundongos estimulados pelos diferentes cimentos endodonticos, meio RPMI-1640
(grupo controle -) e LPS (grupo controle +). Os diferentes cimentos testados apresentaram
concentracdes com diferentes citotoxicidades: Sealapex 35 pg/ml, Polimero de Mamona
8,75 pg/ml, do Epiphany 17,5 pg/ml, do Epiphany + Primer 17,5 pg/ml, do Primer 35
pg/ml, do EndoRez 17,5 pg/ml e do AH Plus 70 pg/ml. Apés a adequagdo das
concentracdes vidveis dos cimentos testados conclui-se que o material que mais estimulou a
liberacdo de NO foi Primer, seguido do Endorez, AH Plus, Epiphany, Sealapex, Epiphany
+ Primer. O Polimero de Mamona foi o que estimulou a uma menor produ¢do de NO. Em
relacdo a producdo de TNF-o o material que estimulou maior producdo foi o Primer,
seguido de Epiphany, AH Plus, Epiphany + Primer, Sealapex e Polimero de Mamona. O
EndoRez ndo foi capaz de estimular a producdo de TNF-o.. Nenhum dos cimentos testados
induziu a liberacdo de IFN-y, sugerindo que outros mediadores tais como IL-1 e IL-12

possam estar envolvidos na liberacao de NO observada no presente estudo.

Palavras-chave: Citotoxicidade imunolédgica; 6xido nitrico; fator de necrose tumoral alfa;

interferon tipo II; técnicas de cultura de células.



Rivas Gutiérrez JC. Evaluation of the citotoxicity of endodontic sealers: influency on liberation of
tumor necrotic factor-alpha, interferon gamma and nitric oxide in murine cells culture [Tese de
Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2006.

ABSTRACT

It was evaluated the citotoxicity of the sealers, Sealapex, Polimero de Mamona,
Epiphany, EndoRez and AH Plus in relation to the release of Nitric Oxide, Tumor Necrotic
Factor-Alpha and Interferon Gamma in murine cells culture. After the ideal concentration
was found, according to MTT test, it was conduded that the sealers with higher release
were Polimero de Mamona, EndoRez, Epiphany + Primer, Epiphany, Primer do Epiphany

= Sealapex and AH Plus. All sealers reached lower levels of citotoxicity than control.

Keywords: Citotoxicity immunologic; nitric oxide; tumor necrosis factor-alpha; interferon

type II; cell culture techniques.



Introducgao

O tratamento do sistema de canais radiculares, desde o estabelecimento do correto
diagnéstico até a proservagdo do caso, constitui-se de atos operatérios interligados entre si,
ndao podendo negligenciar-se qualquer etapa, sendo a etapa operatdria da obturacdo a que
representa um reflexo dos predicados técnicos do profissional e, conseqiientemente, a

comprovacio do sucesso obtido em todas as etapas anteriores (Leonardo, Leal®, 1998).

De acordo com Bonetti Filhozz, em 1986, a obturacdo e o material obturador
recebem uma énfase especial porque substituirdo a polpa radicular e refletirdo a postura do

profissional em relagdo ao tratamento de canais radiculares.

O material obturador utilizado deve preencher requisitos adequados de propriedades
bioldgicas e fisico-quimicas, pois, ficard em contato permanente com os tecidos apicais,
periapicais e com tecidos subjacentes, de forma que possa oferecer tolerancia tecidual e
selamento o mais perfeito dos canais radiculares. Dessa forma, visando a obten¢do de uma
obturacdo impermedvel, o mais possivel, e auxiliado por técnicas aprimoradas de obturagdo
de canais radiculares, é necessdrio que materiais obturadores inseridos dentro do canal
radicular no momento da obturagdo, cumpram suas reais finalidades de selamento em

respeito aos tecidos do dpice e peridpice.

Os cones, representativos da parte sélida e os cimentos obturadores (parte pléstica),
ttm como funcdo, preencher todos os espagcos vazios modelados anteriormente pela
instrumentagdo, promovendo uma obturacdo tridimensional a mais completa possivel e
combatendo os microrganismos que escaparam da acdo do preparo biomecanico e do

curativo de demora (Beltes et al.13, 1995; Leonardogl, 1997).

Levando-se em consideracdo os mais variados aspectos de anatomia morfolégica
encontrada no terco apical dos dentes, esses materiais entram em contato direto com tecidos
apicais e periapicais por um longo periodo, sendo que nesse momento, é de forma

1., 1997;

imperiosa a biocompatibilidade dos materiais obturadores (Bilginer et a

Leonardogl, 1997; Kolokouris et al.79, 1998). Assim, o selamento do forame apical pela
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deposi¢do de tecido mineralizado ou fibroso no dpice, representa o isolamento desse

material obturador (corpo estranho), do restante do organismo.

A partir dos cimentos obturadores a base de 6xido de zinco e eugenol surgiram os
cimentos a base de resina epdxica, com hidréxido de célcio, tendo como exemplo de
marcas comerciais, Keer Pulp Canal Sealer, Topseal, Sealapex, AH Plus, Endomethasone,

Endo-Rez Dual, Epiphany e Endofil]>>*#>"90-108. 118,187

O conceito de biocompatibilidade estd mudando. Durante muito tempo considerou-
se, tradicionalmente, a biocompatibilidade como sendo a falta de interacdo significativa
entre o contato material/tecidos. Hoje, sabe-se que muitos materiais sdo compativeis
quando introduzidos em um determinado local do organismo, mas respondem de uma
maneira diferente em outros locais. Os materiais restauradores dentdrios constituem um
bom exemplo desta dependéncia de local. Uma definicdio mais apropriada de
biocompatibilidade seria a capacidade de um material interagir apropriadamente com a

resposta do hospedeiro numa aplicacio especifica (Williams'®, 1990).

A citotoxicidade dos cimentos obturadores, juntamente ou isoladamente de seus
componentes, tem sido estudada in vitro (Gerosa et al.51, 1995; Vajrabhaya et al.”s, 1997) e
in vivo (Pertot et al.m, 1992; Torabinejad et al 16%:170 1995, Pertot et al.lzg, 1997,

. 136
Rasquin

, 1997). Levando-se em consideracdo que a legislacdo atual dificulta através das
2. . . . , , 4

normas da Etica, o emprego de pesquisas in vivo (Garcés-Ortiz, Ledesma Montes ?.1997) e

também as dificuldades inerentes & mesma, com grande nimero de varidveis, temos como

~ L coo s e 37,38.43,80,99,131,152,159,180
opcio a realizagdo das pesquisas in vitro, >/=8438099.131152.159,

No estudo de células em meio de cultura ocorrem as condi¢des necessdrias para
avaliar o metabolismo e comportamento celular, em contato com diferentes materiais.
(Junqueira, Carneiro’’, 1997). A andlise de células é opgdo para reproducio das reagdes
celulares ocorridas sobre os fatores experimentais e nimero de varidveis, sendo sugerido
que se deva conhecer o comportamento de um grupo de células, antes de utilizd-lo como

modelo de estudo (Arenholt-Bindslev, Bleeg6, 1990; Egea, Rubio Manzanares42, 1998).
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Nas culturas de células, os cimentos obturadores ou os seus componentes que
provocam alteragdes morfofuncionais possiveis de serem observadas e analisadas sob
microscopia eletrdnica ou 6ptica, com ou sem marcagdo celular com radioisétopos. As
alteracoes da morfologia celular evidenciam fendmenos intra e extracelulares de
citotoxicidade partindo da instalacdo de processos degenerativos frente a exposi¢ao celular
com material presente nos meios de cultura. As altera¢cdes morfofuncionais s@o indicativas
de estimulacdo da capacidade funcional de sintese protéica, enzimadtica, presenca de
mediadores quimicos de vital importancia no processo reparatorio reacional, fatores de
crescimento celular, produtos de dcido araquidodnico, citocinas e outras substincias que
desencadeiam situagdes ou alteracdes degenerativas como o peréxido de hidrogénio (Pick,
Mizelm, 1981; Leonardogl, 1997) e o 6xido nitrico (Palmer et al.m, 1987; Moncada et
al.“o, 1991, Ialent et al66, 1992; Teixeira et al.l68, 1993: Vespa et al.m, 1994; Norris et
al.'', 1995).

No processo inflamatério, o tamanho da lesdo, tipo, capacidade dos cimentos de
estimular a acdo dos macrofagos e a liberacdo de mediadores quimicos responsaveis nessas

respostas, sdo alguns dos fatores a serem levados em consideragdo (Leonardo’', 1997).

A agressdo, oriunda do contato com os materiais obturadores ocasiona, nas células,
alteracdes morfofuncionais e até sua morte, sendo que a liberacao de mediadores quimicos
nos ajuda a avaliar a citotoxicidade desses materiais (Leonardo9 , 1997), uma vez que,

quanto maior a liberacio desses mediadores, maior € a agressao.



Revisdo da literatura

Este capitulo é uma revisdo da literatura concernente aos macréfagos, 6xido
nitrico, fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interferon-gama (IFN-y) e os cimentos
obturadores de canal radicular: Sealapex, AH Plus, Polimero de Mamona, Endo-Rez e

Epiphany.

Macroéfagos

O macréfago ativado sofre uma série de alteracdes morfo-funcionais, como
capacidade fagocitica, bactericida e citotoxicas aumentadas, aumento de contetido

enzimatico e secre¢io de produtos biologicamente ativos. (Unanue et al.'”*, 1976)

O termo “macréfagos ativados” foi originalmente introduzido para descrever o
estado no qual os macréfagos t€m maior capacidade de fagocitar microrganismos e

exercer atividades antimicrobianas (Karnovsky, Lazdins72, 1978).

Atualmente, se aceita que macréfagos ativados sejam os reponsdveis pela
resisténcia a diversos parasitas intracelulares ou facultativamente intracelulares. Embora o
conceito de macréfagos ativados seja impreciso, incluindo uma série de complexos
eventos, o termo tem sido utilizado, designando-se a maneira pela qual a ativacdo foi
induzida, ou seja, bactericidamente, tumoricidamente, fagociticamente, metabolicamente
e assim por diante, (North''®, 1978), ou especificando o propésito pelo qual o macréfago
foi ativado, por exemplo, para destruir determinado microorganismo, células tumorais,
corpos estranhos.

Perdigon et al.'*

, em 1986, estudaram os efeitos da administracdo oral e
intraperitoneal de L. casei e L. delbrueckii spp. bulgaricus, na ativacdo de macréfagos.
Eles utilizaram camundongos Swiss que receberam as bactérias por via oral por oito dias.
Apés esse periodo os macréfagos foram obtidos e avaliados quanto a sua atividade
enzimatica e capacidade de fagocitose de carbono coloidal. Os resultados mostraram que

a atividade enzimadtica dos macréfagos nos animais que receberam L. delbrueckii spp.
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bulgaricus por via intraperitoneal era dez vezes maior nos animais que receberam via
intraperitoneal e seis vezes maior por via oral. Nos testes da fagocitose, houve aumento
em todos os animais tratados, porém os animais tratados com L. delbrueckii spp.
bulgaricus mostraram os melhores resultados. Portanto, os autores sugeriram que a
ingestao de lactobacilos pode representar uma via de estimulacdo ndo especifica, podendo
ser capaz de aumentar a resposta imune sistémica ou modular as fun¢des de células

imunocompetentes.

Em um processo inflamatério, a fagocitose € uma das atividades importantes dos
macrofagos. Estas células t€m uma grande capacidade de sintetizar e secretar substincias
intra e extracelulares, como enzimas que afetam as proteinas extracelulares, substancias
envolvidas no processo de defesa e fatores reguladores da atividade de outras células,

especialmente as citocinas e fatores de crescimento. (Nathanm, 1987).

Os macré6fagos representam a primeira linha de defesa do organismo, promovendo
a eliminacdo dos microrganismos, tanto pela fagocitose quanto pela liberacdo de agentes
toxicos, como os intermedidrios reativos do nitrogénio (RNI) e do oxigénio (ROI) (Ding

et al.’?, 1988).

Sabe-se que a inflamacdo €, fundamentalmente, uma resposta de defesa do
organismo, visando destruir, diluir ou circunscrever o agente agressor, conduzindo ao

processo de reparo tecidual (Baumman, Gauldielz, 1994).

Os macréfagos fazem parte, juntamente com mastdcitos, neutréfilos, fibroblastos e
linfécitos, da resposta inflamatdria, resposta essa de defesa do organismo que ocorre no
tecido conjuntivo visando destruir, diluir e isolar o agente agressor por meio da
fagocitose. A fagocitose € uma das importantes atividades dos macréfagos, os quais t€ém a
capacidade de sintetizar e secretar enzimas e fatores reguladores da atividade de outras

células como as citocinas e fatores de crescimento. A liberacdo de linfocinas pelos
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linfécitos T promove a ativacdo de macréfagos para sensibilizd-los contra antigenos

presentes em microrganismos e/ou células indesejdveis (Cotran et al.*’, 1996).

Também, macréfagos e linfécitos desempenham papel essencial no mecanismo
mediado por células envolvidas na inflamacdo cronica (Trowbridge, Emiling'”, 1996).
Durante o desenvolvimento da imunidade especifica, os macréfagos sdo requisitados para
processar e apresentar o antigeno para os linfécitos T. Eles também servem como células
“acessodrias” aos linfécitos, liberando fatores soltiveis envolvidos na defesa do hospedeiro.
Ainda, macréfagos possuem a prioridade de quando ativados, possuirem intensa
capacidade de fagocitose, eliminando, assim, os microorganismos € corpos estranhos.
Linfécitos T ativados sdo considerados como efetores chave, capazes de produzir
linfocinas e de modificar o comportamento de outras células. Desta maneira, sdo capazes
de facilitar ou suprimir uma resposta imune. A inflamacdo cronica € freqiientemente
associada a destruicao irreversivel do parénquima, sendo esta lesdo preenchida por tecido
conjuntivo fibroso. Finalmente, afirma que a proliferacdo fibroblastica, a producio de
coldgeno e a neovascularizacdo sdo aumentadas pela secre¢do de citocinas dos linfécitos

T e de macrofagos.

Os macréfagos constituem a segunda maior populagdo celular do sistema imune.
Eles se originam na medula 6ssea como mondcitos sangiiineos e, apds migragdo e
maturagdo, vao para os tecidos como macréfagos maduros. Os macréfagos podem ser
ativados por uma variedade de estimulos e suas principais fun¢des incluem a fagocitose
de particulas estranhas, apresentacdo de antigenos e producao de citocinas (IL-6, TNF-q,
IL-1, IL-12) e compostos intermedidrios do nitrogénio (NO) e do oxigénio (H,0O,). Deste
modo, os macréfagos podem participar de ambas as respostas imunes, inata e adaptativa.
Os macréfagos exercem a maior fungdo na defesa do hospedeiro contra infeccdes e
formacao de tumores. De particular interesse, o0 NO e H,O, produzidos pelos macréfagos
atuam destruindo ou inibindo o crescimento de bactérias, fungos, parasitas e células
tumorais. O termo macréfago ativado € amplamente utilizado para designar o aumento de
suas atividades biol6gicas. Muitos parametros, tais como aderéncia, fagocitose, atividade

bactericida e caracteristicas bioquimicas podem ser tomados como indicativos do grau de
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ativacdo dessas células. O 6xido nitrico é produzido pela induc¢do da enzima 6xido nitrico
sintase nas células imunes em resposta a citocinas tais como TNF-a, IFN-y e IL-2

(Janewey, Traves68, 1997).

Quando um cimento obturador de canais radiculares, entra em contato com o0
tecido conjuntivo periapical, promove 4 estimulacdo e ativacdo dos macréfagos, para a

realizagdo da fagocitose (Leonardo’', 1997).

Takahashi'® em 1998, manifestou que a infec¢do multimicrobiana da polpa dental
provoca respostas inflamatdrias e causa, finalmente, a destrui¢do do osso nos tecidos
periradiculares. Além das bactérias, as substincias nocivas, tais como, componentes de
proteina degradada e o colesterol poderiam, também, agir como antigenos e estimular
uma resposta de infiltracdo, que pudesse ser prejudicial aos tecidos periradiculares.
Histologicamente, a densidade de infiltracdo das células inmunocompetentes € vista em
lesdes periradiculares e suas reacdes de infiltracio podem induzir a reabsor¢do do osso.
Os leucdcitos polimorfonucleares (PMN) e os macréfagos migram as lesdes periapicais.
Os papéis patologicos das células periradiculares foram avaliados por meio dos
marcadores fenotipicos por citometria de fluxo, mas os resultados sdo ainda controversos.
Recentemente, o desenvolvimento técnico na immunologia e na biologia molecular
tornaram possivel investigar a patogénese de muitas doencas no nivel molecular. A
investigacdo da andlise funcional das células imunes e de suas moléculas reguladoras tais
como moléculas de adesdo conduzirdo a uma compreensdo melhor da patogénese de
lesdes periradiculares. Na inducdo da inflamacdo temos a partcipacdo de anticorpos,
citocinas, matriz extracelular, metalloproteinases, fatores do crescimento e derivados do
metabolismo do dcido araquidonico. Pesquisas que visem investigacdes desses
parametros induzirdo a melhor compreensdo dos mecanismos patologicos das infecgdes

periradiculares.

O sistema fagocitico mononuclear possui duas fungdes principais: remover
antigenos particulados (fagocitos profissionais) e apresentar antigenos as células T

(linfécitos T), desencadeando a resposta imune. Sendo que as vdrias funcdes dos
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macréfagos podem ser resumidas na liberagdo de inimeros mediadores no meio externo

(Roitt et al.'*, 1999).

Os macréfagos t€ém um periodo de vida longo e ndo sdo células terminais, ao
contrario dos leucdcitos polimorfonucleares (neutréfilos). A sua sobrevida no local da
infeccdo pode-se caracterizar, além de outros fatores, pela sua agregacdo e fusdo as
células recém-chegadas ocorrendo, assim, a formacao das células gigantes multinucleadas

. . 2037,57,82
inflamatérias™ """,

A ativacdo dos macrofagos e linfécitos produz uma série de alteracOes
morfofuncionais, como por exemplo, a capacidade fagocitica, bactericida e citotéxica.
Macroéfagos peritoneais de camundongos, como modelo celular in vitro, sdo de fécil
obtencdo para se avaliar respostas celulares frente a pastas e cimentos endodonticos
auxiliando a investigacdo da biocompatibilidade destes materiais especialmente sobre

seus efeitos na resposta inflamatéria imune (Egea, Rubio—Manzanares42, 1998).

Metzger'”', em 2000, numa revisdo sobre a presenca dos macréfagos nas lesdes
periapicais, considerou-os como a principal fonte das citocinas interleucina-1beta (IL-1),
interleucina-lalfa (IL-1a) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a). Nesse trabalho de
revisdo, as citocinas foram consideradas mediadores que podem contribuir para a
iniciacdo e regulagdo do processo inflamatdrio, participando no processo de reparo
através da ativagcdo dos fibroblastos, elevando a sintese de coldgeno produzido por essas
células ou, também, por outro lado, apresentarem acdo destrutiva, como no caso da

reabsor¢do Ossea, observada pelos osteoclastos influenciados por elas.
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Oxido Nitrico
Inicialmente, a liberacdo de 6xido nitrico (NO) ocorrida pela atividade bioldgica e
a acdo do fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF) foram estudadas por

1. 121, em 1987. Este estudo foi realizado em culturas de células constituidas da

Palmer et a
porc¢ao endotelial de células adrticas de coelhos ou células 3T3, sendo o NO determinado
por meio do método de quimioluminescéncia proveniente de sua reacdo com o 0zonio. O
relaxamento produzido pelo EDRF foi indistingiiivel daquele produzido pelo NO e os
resultados sugeriram que tanto o EDRF como o NO sao idénticos constituindo-se em uma

uUnica molécula.

Uma revisdo sobre o 6xido nitrico (NO) abordando seus aspectos fisioldgicos,
patofisiolégicos e farmacolégicos foi realizada por Moncada et al.''’, em 1991. O NO tem
acodes farmacoldgicas tais como: relaxante vascular, inibidor da agregacao plaquetdria e
citoprotetor. Pode ser liberado por macréfagos como parte do metabolismo

antimicrobiano. O LPS, assim como o IFN-y é um ativador de macré6fagos.

O NO ¢ sintetizado por uma familia de enzimas chamadas de 6xido nitrico sintase
ou sintetase (NOS), que converte a L-arginina em NO e L-citrulina. Trés isoenzimas
foram identificadas como responsdveis pela producdo de NO e foram denominadas de
neuronal (nNOS ou NOS 1), induzivel (iNOS ou NOS 2) e endotelial (eNOS ou NOS 3).
A iNOS foi originalmente purificada e clonada a partir de macréfagos ativados, embora
células musculares cardiacas, células de musculo liso vascular e células de glia também

produzam NO a partir da iNOS (Sarih et al.m, 1993; Lopes-Farré et al.92, 1998).

Dugas et al.40, 1995, Moncada, Higgsmg, em 1995, constataram que o NO
desempenha papel regulatério no inicio e desenvolvimento de vdrias respostas
inflamatdrias e imunes, em humanos.

Em 1993, Teixeira et al.'®

, estudaram o papel das prostaglandinas e do 6xido
nitrico (NO) na reagdo inflamatéria aguda em tecido intradérmico de porcos da India. A

administracio de um inibidor da sintese de NO, N®nitro-L-arginina-metil-éster (L-
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NAME), dependendo da dose, inibiu a formagao de edema, que foi induzido em resposta
a injecdo intradérmica de bradicinina. A inibicdo através da L-NAME na indu¢do de
edema pela bradicinina, € o efeito oposto a injecdo de nitroprussida de sédio (SNP) ou
prostaglandina E1 (PGE1). Os resultados mostraram que a inibi¢do da produc¢do de NO
reduz o actimulo de leucdcitos e a formagdo de edema, podendo ser induzida por meio de
diferentes mediadores da inflamag¢do. A administracdo de L-NAME também causou a
diminuicdo local do aporte sangiiineo. Os autores sugeriram que este € 0 mecanismo que

exerce efeito antiinflamatdrio, neste modelo.

Vespa et al.'”’, em 1994, realizaram um estudo para determinar o papel de
reagentes intermedidrios do nitrogénio nas infec¢des por Trypanossoma cruzi. In vitro,
reacOes antigeno-anticorpo obtidas durante a fase aguda de infecc¢ao, produziram elevada
quantidade de Oxido nitrico (NO) que foi correlacionada com a resisténcia ou
suscetibilidade dos animais. In vivo, os niveis de NO,- mais NOs- no plasma durante a
infec¢do foram maiores nos camundongos C57BL/6 do que nos camundongos BALBL/c.
Os resultados mostraram que com o tratamento de C57BL/6, quando a sintese de 6xido
nitrico (NO) foi inibida, por meio de inibidores de NO sintase, houve aumento da

parasitemia e mortalidade.

Um estudo para determinar se a produgdo de 6xido nitrico (NO) pela ativagcdo de
culturas de macréfagos em niveis fisiolégicos de arginina, ou por meio do aumento na
disponibilidade de arginina como substrato para sintese de NO foi realizado por Norris et
al.'" em 1995. A geracio de NO pelos macréfagos é responsivel pela morte do
Trypanossoma cruzi. O aumento exdgeno de arginina ou citrulina resultou em significante
aumento da produ¢do de NO e da sua completa a¢do nos parasitas por meio da atividade
macrofdgica. A citrulina foi substituida totalmente pela arginina no suporte da produgao
de NO e na atividade de destrui¢do do Trypanossoma. Estes resultados demonstraram que
na expressao e ativagao do ciclo da citrulina, o NO ¢€ liberado pelos macréfagos. Os niveis
de arginina no plasma sio limitados a producdo de NO no sangue e pela atividade de

destrui¢do do Trypanossoma nestas células. Segundo os autores, o aumento dos niveis de
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substrato no plasma, em vez de arginina no sangue e biosintese de NO, pode representar

um meio de aumentar a atividade antimicrobiana in vivo.

Em 1997, Lara® estudou a participacdo dos constituintes dentdrios na manutengdo
do processo de reabsor¢do dentindria inflamatéria. Foram utilizados, nesse estudo,
camundongos isogénicos BALB/c e C57B1/6 para avaliagdo da cinética de migragcao
celular induzida apds injecdo intraperitoneal de suspensdes de esmalte e dentina. A
resposta inflamatéria tecidual apés implantacdo de laminulas de vidro tratadas com as
suspensdoes de esmalte e dentina e a atividade funcional de macréfagos peritoneais
normais tratados com as suspensdes de esmalte e dentina foram avaliados. De acordo com
os resultados obtidos, o autor concluiu que, os constituintes dentdrios, esmalte e dentina,
foram capazes de induzir uma resposta inflamatdria caracterizada pela migracdo de
neutréfilos e células mononucleadas com diferenciacdes morfolégicas para células

epitelidides com producio de citocinas, como IL-1 e 0 TNF-a e de NO; e de H,0..

91 . . o oA

Leonardo™, em 1997, mencionou que os reagentes intermedidrios do oxigénio
(peréxido de hidrogénio) e os reagentes intermedidrios do nitrogénio (6xido nitrico),
provenientes da atividade fagocitaria, sdo indicativos de citotoxicidade quando em grande

quantidade.

Em 1997, Burney et al.28, investigaram a citotoxicidade do 6xido nitrico sobre
células de ovério de hamster chinés (CHO-AAS8) e linfoblastéides (TK6). Apods a
aplicacdo de doses que variaram de 0 a 9 mM de NO por duas horas, os autores
constataram que a inducdo de toxicidade € extremamente complexa, envolvendo
caminhos diversos, geralmente levando a morte célular. Os resultados demonstraram que
as células TK6 sao muito mais sucetiveis a indu¢do da toxicidade que as células CHO-
AAS. O primeiro efeito da exposi¢do ao NO foi a inibicdo da sintese de DNA, devido a

quebra de uma das hélices, paralisando o ciclo celular.

A produc¢do moderada de citocinas, H,O, e NO induzida por bactérias laticas

utilizadas na dieta, pode apresentar um efeito benéfico na manutencdo do balanco
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imunolégico e aumento da resisténcia as infec¢des, sem a indugdo de efeitos secundarios
que ocorrem em tratamentos terapéuticos com citocinas. Todavia, pode-se notar que altas
concentracdes de TNF-a, H,O, e NO causam caquexia, agressdo tecidual, coagulagcdo
intravascular disseminada e choque. Portanto, o controle desses mediadores in vivo &
muito importante, sendo que uma das vias de controle se dd por meio de estudos

experimentais (Park et al.'*, 1999).

Rasquinm, em 2000, avaliou a citotoxicidade dos cimentos endodonticos,
Sealapex, Sealer 26, Topseal, Pro Canal e Endomethasone. Com a utiliza¢do de um leitor
de ELISA foram avaliadas as liberacdes de 6xido nitrico e perdxido de hidrogénio por
meio de cultura de macréfagos peritoneais de camundongos em contato com solucdes de
cimentos, nas concentracdes de 9 mg/ml e 18 mg/ml. Para o autor, os resultados
permitiram observar maiores liberacdes de NO com os cimentos Topseal, Sealer 26 e
Endomethasone, em qualquer uma das concentracdes testadas. Entre os cimentos
Sealapex e Pro Canal, com as menores liberacdes de NO, parece nao haver diferenca
entre as concentracdes. Entretanto, na concentracdo de 9 mg/ml todos os cimentos

apresentaram liberacdes bem menores do que na concentracao de 18 mg/ml.

Estudos prévios mostraram que a substancia P (SP) causa vasodilatacdao na polpa

dental. Kim et al.”

em 2001, avaliaram se o SP atua através do 6xido nitrico (NO)
influenciando o escoamento sangiiineo pulpar buscando, dessa forma, esclarecer o
mecanismo intracelular do SP na fisiologia pulpovascular. Uma mistura de polpas dentais
frescas extraidas de dentes de 5 bovinos foi usada. Ap6s a maceragdo pulpar, SP, L-Name
e nitropussiato de sédio (SNP) foram adicionados ao tecido pulpar. Apds incubagdo por
um periodo de 1, 2, 3 ou 4 horas a 37° C e 100% de umidade, as amostras teciduais foram
centrifugadas e o nitrato foi quantificado por meio do método de quimioluminescéncia.
Os dados foram analisados por multiplas comparagdes estatisticas, empregando-se o teste
ANOVA. As concentragdes de 0, 25, 50 e 100 mg/ml de SP, produziram claramente
doses dependentes de Oxido Nitrico para cada nivel testado (p < 0,05). Adicionalmente,

para cada concentracio de SP, a sintese de NO foi efetivamente bloqueada pelo L-NAME

(95 2 99%). Os autores concluiram que a SP promove a estimulagdo da producdo de NO
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no endotélio de maneira independente, isto é, a L-NAME ndo tem efeito de inibicdo na

producgdo de NO pelo SP.

Gutiérrez”® em 2004, avaliou a citotoxicidade de quatro cimentos endoddnticos,
utilizando o método de Mosmman''' quanto 2 liberagio de NO em cultura de macréfagos
peritoneais de camundongos. Nesse trabalho, concluiu-se que as concentragdesde
cimentos endodonticos que liberaram NO foram respectivamente, o Endomethasone,
seguido de Endo-Rez, Bilsamo do Peru e de Polimero de Mamona. Estes niveis de
liberacdo de NO foram bem mais baixos em relacdo a citotoxicidade do controle positivo

LPS e muito préximos do controle negativo utilizado, o PEG (Polietilenoglicol 400).
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Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a)

A secrecdo de citocinas € um componente importante na resposta imune inata por
mediarem muitas das suas fungdes efetoras. O TNF-a é o principal mediador da resposta
inflamatéria aguda e é produzido principalmente por macréfagos ativados (Tracey et al.'’",
1973; Beutler, Cerami'’, 1986). O TNF-q. atua no inicio da resposta imune, regula a cascata
de citocinas durante a resposta inflamatdria e estd envolvido em eventos locais e sistémicos,
continuos a inflamagao (Markhatadzew, 1998).

Stashenko'>’

, em 1990 estudou o papel das citocinas na patogé€nese das lesoes
periapicais. Componentes bacterianos como lipopolissacarideos (LPS), induzem a produgdo
de muitos mediadores polipeptideos, ou citocinas, pelas células inflamatdrias. Estas
citocinas, que incluem interleucina 1-beta (IL-1p), interleucina 1- alfa (IL-1a) e fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a), derivadas de macréfagos ativados, e uma linfotoxina (TNF-
B), derivada dos linfécitos T, tém se mostrado potentes estimuladoras da reabsor¢do 6ssea e
inibidoras da reparacdo Ossea e inibidoras da reparagdo in vitro e in vivo. A reabsorc¢do
dssea nas doencas inflamatdrias tem sido atribuida a acdo do fator ativador de osteoclasto
(OAF). A maioria dos componentes do OAF foi purificada e verificou-se ser a IL-1a, TNF-
o, TNF-B, e interacdes sinérgicas entre estes mediadores, responsaveis pelos 40% restantes
da reabsor¢do 6ssea.

De acordo com Wellicome et al.'®!

em 1990, as alteracOes da superficie das células
endoteliais, em resposta as citocinas € de grande importancia na regulacdo da migracdo

celular e no desenvolvimento do processo inflamatdrio.

McFarlane et al.”* em 1990, estudaram a liberagdo de IL-1B e TNF-a pela cultura de
células mononucleadas em pacientes com periodontite. Mondcitos ndo estimulados de
pacientes com periodontite liberaram mais IL-1B do que pacientes controles durante as
primeiras 24 horas de cultura: havendo uma ampla variagdo na quantidade de IL-1fB
liberada (0,45-13,00ng/ml x10° células), a qual ndo foi relacionada com o grau de perda
Ossea na bolsa periodontal. Quando estimulados com LPS, os mondcitos produziram mais

IL-1B do que os pacientes controles. O TNF-a foi detectado em cultura de células
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mononucleadas obtidas em periodontites (0-765ng/ml x 10° células), mas este valor ndo foi
significativamente diferente do encontrado no grupo controle. J& o TNF-a estimulado por
LPS, era significativamente maior. Embora o papel preciso da IL-1p e do TNF-a nas
periodontites estejam incertos, os dados acima relacionados indicam que ambas as citocinas

podem participar da patogénese da doenca periodontal.

Mangan et al.”® em 1991, observaram que o LPS, TNF-o e IL-1B impediram a
apoptose (morte celular programada) de mondcitos humanos. Os resultados deste trabalho
indicaram claramente que os mondcitos morrem por apoptose quando cultivados sem
estimulac@o. Quando adicionaram LPS da Escherichia coli, que é um potente ativador de
mondcitos, mesmo em concentracdes baixas causaram um aumento na sobrevida dos
mondcitos. O mesmo foi observado para a IL-1B e TNF-a, sugerindo que a apoptose €
regulada por certas citocinas. A regulacdo da apoptose pode ser um importante mecanismo
homeostético para controlar o nimero de mondcitos capazes de responder a infeccdo, cura

da ferida e crescimento tumoral.

De acordo com Perala et al.'”* em 1992, a IL-1 é uma citocina produzida por
mondcitos e macrofagos a qual, provavelmente, atua mediando alteragdes imunoldgicas e
enddcrinas, associadas a infec¢do microbiana, agressdo tecidual, processos inflamatérios e
reabsorcdes Osseas. Os estimulos para produgdo de IL-1, incluem microrganismos, LPS,
complexo antigeno-anticorpo, corpos estranhos e outras citocinas. O propdsito deste estudo
foi analisar implantes dentdrios na estimulagcdo de células mononucleadas a produzirem IL-
IB (também conhecida como fator ativador de osteoclastos) e TNF-a, uma vez que, a
producdo destas citocinas pode levar a perda dssea e, conseqiientemente, a perda do
implante. Os implantes foram incubados em culturas de células mononucleadas
(macré6fagos) e a liberag@o de citocinas medida por técnicas de radioimunoensaio. Todos os
cinco diferentes tipos de implantes (IMZ recoberto com hidroxiapatita, IMZ de titanio,
osseodent de titdnio, osseotite recoberto com hidroxiapatita e swedevent de titanio)
induziram a libera¢do de IL-1P e TNF-a, sendo os implantes revestidos com hidroxiapatita

0s que apresentaram maior liberagao.
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Vassalli'”® em 1992, numa revisao da literatura sobre o TNF, observou que ele pode
agir em células como um agente protetor ou prejudicial, dependendo do sinergismo com

outras citocinas, da quantidade liberada e do tempo de exposicao.

Mangan et al.”> em 1993, observaram o efeito da apoptose em mondcitos humanos
relacionado a doengas inflamatdrias cronicas. A apoptose € uma forma fisioldgica de morte
celular que € profundamente influenciada pelo meio extracelular. Apoptose difere de
necrose (que € a morte patoldgica de morte celular) pois a célula incha e morre. A
capacidade de induzir a apoptose seletivamente em leucdcitos, parece ser um importante
mecanismo fisiolégico para controlar o acimulo dessas células nas lesdes inflamatorias.
Mondcitos humanos contribuem, tanto para a persisténcia, como para a resolu¢do da
inflamacdo cronica. A apoptose pode ser iniciada quando os mondcitos sdo cultivados na
auséncia de estimulos exdgenos. Portanto, ela pode ser inibida pela presenca de produtos
microbianos como LPS, ou por certas citocinas pré-inflamatérias como IL-1 e TNF-o.
Citocinas derivadas dos linfécitos T auxiliares (células T auxiliares tipo 1), como por
exemplo o interferon gama (IFN-y), inibem a apoptose, enquanto aquelas células derivadas
dos linfécitos T auxiliares tipo 2 (por exemplo a IL-4), realcam a apoptose em mondcitos
ativados. A capacidade de regular terapeuticamente a apoptose dos mondcitos parece ter
alto valor na promog¢do da cura rdpida ou reducdo da imunopatogénese da inflamacao

cronica.

Stashenko et al.'™® em 1994, estudaram o mecanismo da patogénese das lesdes
periapicais usando ratos como modelo experimental, expondo a polpa cirurgicamente.
Nesses modelos, as lesdes periapicais desenvolveram-se rapidamente entre zero e 15 dias
(fase aguda) e mais lentamente na fase cronica. A microbiota Gram-negativa, semelhante
em humanos, foi rapidamente estabelecida. Nas lesdes periapicais encontraram linfécitos T,
neutrofilos, linfocitos B (células B), macréfagos e plasmocitos. Os linfécitos T auxiliares
(Th) predominaram durante a fase aguda, enquanto os linfocitos T supressores (Ts) foram
encontrados com maior freqiiéncia na fase cronica. A maior parte da atividade de
reabsorcdo dssea foi medida pela IL-la. Prostaglandinas responderam por 10 a 15% da

atividade de reabsorcdo. Células que expressam IL-1a foram identificadas na polpa apds o
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segundo dia de exposicao e, nos tecidos periapicais apds o sétimo dia de exposi¢do. Células
que expressam TNF-a foram também detectadas, no entanto, células que expressam IL-1
ou TNF-f estavam ausentes. Finalmente, a destruicdo dssea periapical foi inibida em 60%

pelo tratamento com o receptor antagonista da IL-1 (IL-1ra).

Agarwal et al." em 1995, pesquisaram a expressdo diferencial de IL-1B, TNF-a, IL-6
e IL-8 em mondcitos humanos em resposta ao LPS de diferentes patdégenos: Actinobacillos
actinomycetemcomitans, Porfiromonas gengivalis e Escherichia coli. Os mondcitos
humanos quando ativados pelo LPS, responderam com magnitudes diferentes, dependendo
da origem do LPS e da quantidade presente. A liberagdo de citocinas como IL-1B, TNF-q,

IL-8 e IL-6 foi observada.

A principal fun¢do do TNF-a € estimular o recrutamento de neutréfilos e mondcitos
para os locais de infeccdo e ativar estas células a erradicar os microrganismos. O TNF-a
também atua como um pirogénio endégeno, induzindo febre por aumentar a sintese de

prostaglandinas (Beutler'®, 1995).

Cassatella® em 1995, realizou uma revisdo da literatura pela controvérsia em
relagdo a liberacdo ou ndo de citocinas pelos neutréfilos polimorfonucleados (PMNs). E
sabido que, linfécitos T, células exterminadoras naturais (NK), mondcitos/macréfagos, sao
as principais células produtoras de citocinas. No entanto, nos ultimos anos, trabalhos
mostram que os PMNs também tém a capacidade de sintetizar e liberar citocinas
imunorreguladoras, como o TNF-a, IL-1p, receptor antagdnico para interleucina-1 (il-1ra),
IL-8 e fator transformador de crescimento beta-1 (TGF-f;), além de outras. Sabemos que os
PMNs sdo células de vida curta, incapazes de proliferacdo ou de renovacdo. Assim, sua
capacidade para sintetizar citocinas imunomoduladoras pode ser vista como um fendmeno
de pequena significancia fisiologica. No entanto, trabalhos mostram que a sobrevivéncia
dos PMNs pode ser entendida pela exposi¢do a microambientes distintos envolvidos na
infec¢do e imunidade. Neste cendrio, os PMNs poderiam ser considerados, ndo somente um
elemento central ativo na resposta inflamatéria, mas também uma célula que, através da

secrecdo de citocinas, pode influenciar a direcdo e evolucio do processo imune.
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Quintero et al. 135

em 1995, observaram que células do ligamento periodontal sdo
capazes de sintetizar citocinas em resposta ao LPS de microrganismos Gram-negativos. O
tratamento das células do ligamento periodontal com TNF-a inibiram a expressdo de
células com caracteristicas de osteoblastos (fendtipo). Em conseqiiéncia desta mudanga
fenotipica induzida pelo TNF-o, as células do ligamento periodontal tornaram-se LPS
receptivas e, em resposta, sintetizaram vdrias citocinas pré-inflamatorias. Esta mudanga de
fenétipo ocorreu em concentracdes de TNF-a que sdo freqiientemente observadas em
exudatos durante a inflamacdo periodontal. Portanto, o TNF-a induziu mudangas

fenotipicas que ocorreram com as cé€lulas transitérias do ligamento periodontal

participando, assim, diretamente do processo da doenga periodontal.

Tani-Ishii et al.'®" em 1995, verificaram a relacdo entre citocinas responsdveis pela
reabsor¢do Ossea e a presenca das possiveis células que as expressam. Citocinas
relacionadas a reabsor¢do Ossea, IL-1 e TNF, tém sido relacionadas na patogénese de
muitas doencgas inflamatoérias cronicas, incluindo pulpites e periodontites apicais. Os
autores identificaram células que expressam IL-1a e TNF-a em polpas expostas infectadas
e durante o desenvolvimento de lesdes periapicais em ratos. Detectaram por
imunohistoquimica, IL-1a e TNF-a presentes no segundo dia, tanto na exposicdo pulpar
quanto na regido periapical. O nimero destas citocinas aumentou no quarto dia, na polpa e
depois do trigésimo dia, no peridpice. As células que expressam IL-1a e TNF-o foram
identificadas como macréfagos e fibroblastos com ocasionais marcadores para os leucécitos
polimorfonucleados. Entretanto, linfécitos ndo foram identificados. Portanto, os achados
demonstraram que as células que expressam estas citocinas (IL-1a TNF-a) estdo presentes
imediatamente ap6s a exposicdo pulpar neste modelo de estudo, com a forte hipdtese delas

serem os mediadores chave da patogénese pulpar e periapical, incluindo a destrui¢io Ossea.

Rossi et al.'"*' em 1996 realizaram um estudo sobre a produgdo de IL-1$ e TNF-a
por mondcitos em cultura de L-Tiroxina (T4) e Tirocalcitonina (TCA), relacionados com a
reabsor¢do radicular. O objetivo deste estudo foi determinar se a T4 e a TCA influenciavam
os mondcitos na produgcdo de IL-1p e TNF-a, utilizando mondcitos de um grupo de

pacientes que estavam em tratamento ortoddntico e com severa reabsor¢do radicular.
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Nenhum hormoénio induziu significativamente a liberacdo de TNF-a, ao contrario, o TCA
teve um efeito inibitério, ndo estimulando a liberacdo de TNF-a por mondcitos. Estes dados
sugerem que pacientes com reabsorc¢ao nao diferem do controle, em aten¢@o aos parametros
de citocina, e, portanto, in vitro, os niveis de IL-1 e TNF-a podem ndo distinguir as

reabsorgoes.

Ko, Lim’" em 1997, verificaram os niveis de citocinas na patogénese de tecido
pulpar e periapical. Este estudo examinou os niveis de IL-1a, IL-1p e TNF-a em polpas
dentdrias humanas inflamadas e lesdes periapicais, e determinaram a relagdo entre cada
citocina e a patogénese pulpar e periapical. As polpas utilizadas neste experimento foram
obtidas na rotina do tratamento endodOntico, e as lesdes periapicais nas cirurgias
parendodonticas. Os espécimes foram divididos em quatro grupos: polpa normal, pulpite
aguda, pulpite cronica e lesdo periapical. Cada espécime foi armazenado em nitrogénio
liquido. As citocinas foram mensuradas pelo leitor de ELISA. As concentracdes de IL-1a
foram maiores no grupo das lesdes periapicais do que no grupo da pulpite aguda, sendo,
neste grupo, maior do que o da pulpite cronica. As concentragdes de TNF-a nos grupos da
pulpite aguda e cronica foram maiores do que no grupo das lesdes periapicais, porém, todas
foram estatisticamente significativas para o grupo controle. Estes resultados sugerem que a
concentracdo de cada citocina aumenta com o avanco da doenca pulpar, e a IL-1a pode
exercer a mais importante fungdo na progressao das doengas periapicais do que nas doengas

pulpares, e o TNF-a nas doengas pulpares do que nas doencgas periapicais.

A destruicdo do osso periapical ¢ uma importante seqiiela da infec¢do pulpar.
Recentes descobertas t€ém demonstrado que a maior atividade de reabsor¢do dssea
periapical em ratos, pode ser neutralizada com soro anti-IL-1. Wang et al.'” em 1997,
estudaram 20 dentes molares de ratos Sprague-Dawlay, os quais foram abertos para
permitir a infec¢do via oral. Células foram isoladas em tecidos de lesdes periapicais
(granulomas) obtidas 3, 7, 15 e 30 dias apds a exposi¢do. IL-1a e TNF-aRNAm foram
ambos expressos durante os 7 dias, crescendo no 15° dia e declinando apds 30 dias. Em
contraste, a IL-IBRNAm foi expressa em niveis bem menores, mas com cinética similar.

Os resultados demonstraram que a IL-la e o TNF-o sdo altamente expressados no
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desenvolvimento das lesdes periapicais em ratos e confirmam os estudos prévios de

proteina neste modelo.

Yoshimura et al.'®* em 1997, estudaram a secrecdo de IL-1B, TNF-a, IL-8 e IL-1
por leucdcitos humanos em resposta ao LPS de bactérias da doenca periodontal. Os
leucéeitos PMNs sdo as primeiras células de defesa a migrarem para o tecido periodontal
em resposta aos patdgenos. Recentemente foi demonstrado que leucécitos PMNs possuem a
habilidade de sintetizar e liberar citocinas seguindo uma apropriada estimulagdo. No
momento, ndo € claro se esta capacidade estd diretamente relacionada ao processo de
destruicdo periodontal. Foi, entdo, estudada a quantidade de citocinas (IL-1B, TNF-a, IL-8
e IL-1), receptor antagonista para interleucina-1 (IL-1ra) secretada pelos PMNs sadios e
seguidos da estimulacio com LPS por quatro bactérias que causam periodontite:
Porfiromonas gengivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Capnocytophaga
ochracea e Fusobacterium nucleatum, e a bactéria nao oral Escherichia coli. Os diferentes
niveis de secrec¢do destas citocinas e suas atividades bioldgicas induzidas por vdrios tipos

de LPS podem ser importantes no inicio e na progressao da doenca periodontal.

A liberacdo do TNF-a por mondcitos apds a exposicdo ao hidroxido de célcio
[Ca(OH,)] e LPS da Escherichia coli foi estudado por Barthel et al.'' em 1997. O LPS é um
componente da parede celular das bactérias Gram-negativas anaerébias, e tem sido
relacionado com a patogenia da doenca periodontal, resultando na infec¢do do canal
radicular. O hidréxido de célcio tem se mostrado um medicamento efetivo em infeccdes
deste nivel, reduzindo a microbiota dentro do canal e tem sido proposto que seu efeito
terapéutico pode, também, ser resultado da inativagcdo direta do LPS. A proposta deste
estudo foi analisar se o LPS da Escherichia coli pode ser reduzido ou eliminado com
Ca(OH,). Quatro concentragdes de LPS da Escherichia coli foram colocados em com 25mg
de Ca(OH;) em 4gua estéril. O grupo controle ficou com LPS e dgua sem Ca(OH;). Os
resultados indicaram que o Ca(OH;) foi capaz de eliminar o efeito téxico do LPS da

Escherichia coli e estimular a producdo de TNF-a pelos mondcitos.
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Fouad*® em 1997 estudou a expressdo de IL-la, TNF-a no inicio das lesdes
periapicais em ratos normais e imunodeficientes. Os linfécitos T auxiliares e os linfécitos B
podem contribuir no mecanismo que resulta na reabsor¢do 6ssea, producdo de citocinas e
na lesao periapical. Ratos com imunodeficiéncia combinam baixa fun¢do dos linfécitos B e
T. O autor se propds a investigar a progressdo da necrose pulpar e as combinagdes
histomorfométricas das lesdes periapicais em ratos normais em comparacao com ratos com
severa imunodeficiéncia. A liberacdo de citocinas IL-10, TNF-a e a presenca de reabsorc¢ao
Ossea foram também investigadas. As polpas dos primeiros molares foram expostas ao
meio ambiente por 1, 2, 3 e 4 semanas. Trés blocos de tecido mandibular e estruturas de
suporte foram processados para as duas andlises, tanto a microscopica, como a do teste
imunohistoquimico para IL-la e TNF-a, mostrando progressio da necrose pulpar e,
conseqiientemente, das lesdes periapicais nos dois modelos de estudo. As lesdes periapicais
de ratos com imunodeficiéncia eram significativamente inferiores a de ratos normais a
partir da terceira semana. O autor concluiu que a patologia pulpar e periapical era

indepedente da presenca dos linfécitos T e B neste modelo.

Assuma et al.® em 1998, verificaram a inibi¢do da resposta inflamatéria e da perda
Ossea na periodontite experimental através dos antagonistas da IL-1 e do TNF. Sabe-se que
a doenca periodontal é a maior causa da perda dos dentes em humanos e, na maioria das
vezes, associada com a perda dssea, incluindo a osteoporose. A destruicdao periodontal é
iniciada pela colonizagcdo bacteriana na superficie dentdria, iniciando a inflamagdo e a
reabsorcdo Ossea. Para avaliar o papel da IL- 1 e do TNF, neste processo, estudos foram
conduzidos em macacos para desenvolver a periodontite experimental. Receptores soluveis
que bloqueiam a funcdo para IL-1 e TNF foram aplicados por meio de inje¢do local nos
sitios da doencga periodontal induzida, para comparar, com outros sitios, onde injetaram
apenas o veiculo. Os resultados indicaram que a injecdo de receptores soliveis para IL-1 e
TNF inibiram em aproximadamente 80% o recrutamento de células inflamatérias nas
proximidades do osso. A formacdo de osteoclastos foi reduzida em 67% comparada ao
grupo controle e a perda Ossea reduzida em 60%. Estes achados indicam que um
componente significativo do processo patolégico da periodontite € devido a atividade da

IL-1 e TNF.
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Graves et al.”” em 1998, estudaram a presenca de IL-1 e TNF na progressao da
gengivite, para periodontite. Sabe-se que a doenca periodontal causa a perda dos dentes
humanos, estando associada a perda 6ssea. Seguida da invasdo bacteriana, a gengiva torna-
se inflamada e, em alguns casos, progride para a destruicdo do osso alveolar. Para
investigar a movimentagdo das células inflamatérias para o osso alveolar e o papel das
citocinas IL-1 e TNF, neste processo, os autores usaram um modelo primata (macaco) para
desenvolver uma periodontite experimental. A atividade da IL-1 e TNF foi inibida pela
aplicacdo local de receptores soltiveis para IL-1 e TNF por meio de uma injecao na papila
dentdria. Os resultados indicaram que a progressdo das células inflamatérias para o 0sso
alveolar associada a formacdo osteocldstica, foi inibida pelos bloqueadores para IL-1 e
TNF. Com este resultado, os autores sugeriram que a conversdo da gengivite para a
periodontite estd diretamente relacionada com o movimento do infiltrado inflamatério para
0 osso alveolar, e esta atividade estd, pelo menos parcialmente, dependente da IL-1 e/ou

TNF.

O’Boskey, Panagakos116 em 1998, estudaram o papel das citocinas na producdo da
matriz metaloproteinase por células da polpa humana. Interleucina-1 beta (IL-1f) e o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) sdo citocinas inflamatérias secretadas por
mondcitos/macréfagos ativados, sendo potentes indutores da reabsorcdo tecidual in vitro.
Elevados niveis destas proteinas t€ém sido encontrados em conhecidas dreas com resposta
inflamatéria devido a infec¢do bacteriana ou pela presenca de patégenos, como 0s
encontrados no espaco do sulco gengival na doenca periodontal. IL-1 e TNF-a t€ém
estimulado a sintese de secrecdo de enzimas proteoliticas — especialmente plasminogénio e
matriz metaloproteinase (MMP), destruindo a matriz extracelular (ME), assim como
diminui a regulacdo da sintese de proteinas que sdo essenciais para a formacdo da ME,
como o coldgeno e a fosfatase alcalina. Células tratadas com essas citocinas mostraram
alteragdes no ritmo de proliferacdo, diferenciacdo e sintese e secre¢do de proteinas
formadoras de matriz. Este estudo demonstrou que essas citocinas estimularam a producao
de elevados niveis de MMP pelas células da polpa humana, em culturas de longa duragdo, e
que essas MMP podem desempenhar uma func¢do critica na patogénese da inflamacgao

pulpar. Durante os estdgios cronicos da inflamacao pulpar, elevados niveis de citocinas t€m
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o potencial de estimular a secrecio pelas células da polpa da MMP, a qual pode destruir a
ME presente na cavidade pulpar. Esta MMP tem, também, o potencial de degradar sintese
da pré-dentina, impedindo sua mineralizacdo e inibindo o processo de formacio de dentina

reacional.

Kawashima, Stashenko’® em 1999, verificaram a relac@o entre a reabsor¢do dssea e
citocinas reguladoras, na infamacdo periapical induzida em camundongos. A destruicdo
Ossea periapical precoce mediada pela IL-1a em camundongos € conhecida. A producgdo e
acdo da IL-1a é modulada por uma rede de citocinas, as quais sdo produzidas por linf6citos
T auxiliares tipo 1 (Thl) e tipo 2 (Th2), e células residentes do tecido conjuntivo. Este
estudo observou a cinética da expressdo de dez citocinas em lesdes periapicais induzidas
em camundongos. Os resultados indicaram que a rede de citocinas € ativada no peridpice
em resposta a infeccdo bacteriana, € que as reagdes pré-inflamatdérias moduladas pelos
linfécitos Thl, podem predominar durante a destrui¢do dssea periapical.

Kobayashi et al.”®

em 1999, estudando a produgdo intracelular de IL-la de
fibroblastos gengivais humanos, em resposta a vdrias citocinas, verificaram que citocinas
pré-inflamatdrias como a IL-1B e TNF-0, podem induzir a bioatividade intracelular da
producdo de IL-la em fibroblastos gengivais humanos, e que esta produgcdo pode ser
modulada diferentemente pelas citocinas derivadas dos linfécitos T, como o interferon
gama (IFN-y) ou IL-4.

Tani-Ishii et al.'®

em 1999, estudaram in vitro o papel da IL-1a e TNF-a em cultura
de osso medular de ratos e coldnias de osteoclastos formados. Observaram a estimulagdo
osteoclastica e reabsor¢cdo O0ssea mediadas por essas citocinas. Sdo, portanto, mediadores
das respostas inflamatdrias sistémica e local e podem agir na inducdo local de ostedlise

como foi observado adjacente a sitios inflamados.

A liberacdo do TNF-a em cultura de macréfagos peritoneais de camundongos, na

presenca de cimentos endoddnticos em diferentes concentracdes 25mg/ml e 100mg/ml, foi

2

avaliada por Perassi' > em 2000. Foram experimentados o Sealapex, Endomethasone e seus
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respectivos componentes. Os resultados mostraram que o hidréxido de cdlcio ndo liberou
ou liberou baixas unidades de TNF-a, ja o 6xido de zinco e eugenol estimulou a liberagao

de altas quantidades.
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Interferon Gama (IFN-y)

O desenvolvimento da funcdo de defesa do hospedeiro por macréfagos é mediado,
em parte, por um sinal conhecido como fator ativador de macréfagos (MAF). O IFN-y é
um potente MAF que estimula a expressao vdrias proteinas de membranas, aumentando ou
diminuindo a sintese e secrecdo de multiplas enzimas, ressaltando o potencial gerador de

reativos intermedidrios do oxigénio (Hamilton et al.”’ 1985).

O Oxido Nitrico é produzido em resposta a citocinas, tais como TNF-a e IFN-y

(Janewey et al.®® 1997).

O IFN-y foi originalmente definido como um agente com agdo antiviral, mas suas
propriedades incluem a regulacdo de vdrios aspectos da resposta imune, como a
estimulagdo da atividade microbicida dos macréfagos, estimulacdo da apresentacdo de
antigenos pelas moléculas do complexo de histocompatibilidade principal, coordenacao das
interacdes entre os leucdcitos e o endotélio, efeitos na proliferagdo celular e na apoptose,
bem como, na estimulacio e repressdao de vérios genes, cuja significincia funcional, ainda

permanece obscura (Boehm et al.”! 1997).

A ativacdo dos macréfagos é um fendmeno complexo e, quando ativados,
apresentam capacidade aumentada de destruir certos microrganismos. Os macréfagos
respondem a varios microrganismos pela secre¢do de IL-12, que induz a producdo local de
IFN-y pelas células NK e linfécitos. O IFN-y ativa os macréfagos a destruir os
microrganismos fagocitados por estimular a sintese de intermedidrios reativos do nitrogénio

e oxigénio (Stark et al.l>* 1998).

Os efeitos imunorreguladores do IFN-y influenciam vérios efeitos bioldgicos por
. " . < . p . 52
ativar positiva ou negativamente a expressao de muitos genes e proteinas (Gessani et al.

1998).

Macréfagos ativados via IFN-y sdo capazes de gerar TNF-a, IL-6, IL-12 e Oxido

Nitrico que aumentam a capacidade dessas células em controlar o desenvolvimento de
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patégenos. A estimulacdo de IFN-y resulta da ativacdo iNOS que produz o NO (Brennan et
al.?’ 2004).
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CIMENTOS ENDODONTICOS
Sealapex

Holland, Souza®' em 1985, visando testar a capacidade de um novo cimento
obturador com a base de hidréxido de célcio (Sealapex) na indu¢do da formacao de tecido
mineralizado, efetuaram estudo histolégico, utilizando 160 canais radiculares de 8 cdes com
2 anos de idade e 80 canais radiculares em 4 macacos adultos. A remog¢do da polpa
radicular foi realizada em dois diferentes niveis, Imm aquém do dpice radiogréfico e ao
nivel do 4pice radiografico. Os canais foram obturados com cones de guta-percha e cimento
Sealapex ou Kerr Pulp Canal Sealer, ou ainda com pasta formada por hidréxido de célcio e
dgua destilada. Alguns canais radiculares foram mantidos vazios, servindo de grupo
controle. Apés o periodo de 180 dias, os resultados observados, em dentes de cdes e
macacos, foram semelhantes e mostraram que o Sealapex e a pasta de hidroxido de célcio
com agua destilada induziram o fechamento apical, pela deposicdo cementdria. Esse
selamento foi mais freqiiente nos casos em que a pulpectomia foi realizada 1mm aquém do
dpice radiografico. Nos casos em que ocorreu extravasamento do material, tanto o Sealapex
como o Kerr Pulp Canal Sealer provocaram reacdo inflamatdria cronica no ligamento
periodontal. Porém, com o Sealapex, freqiientemente ocorreu a deposicdo de tecido
ostedide na drea do extravasamento ou, entdo, onde ele era reabsorvido. O grupo controle
mostrou alguns casos de fechamento apical, sugerindo que ele poderia ocorrer sem o uso de

materiais obturadores, desde que a assepsia fosse mantida durante todo o tratamento.

Zmener, Cabrini'® em 1987, usando cultura de linfécitos € mondcitos humanos,
avaliaram os efeitos do CRCS, Sealapex e Dycal, interpretando os resultados por meio da
adesdo dessas células no material testado, assim como a varia¢do na sua morfologia. Numa
ordem crescente de efeitos adversos, observaram a seqiiéncia Sealapex, CRCS e Dycal,
considerando este tltimo o menos compativel em razao do seu elevado pH, e o CRCS pelo

fato de apresentar eugenol e eucaliptol em sua composicao.

Leal et al.* em 1988, estudaram a biocompatibilidade dos cimentos endodonticos
CRCS, Sealapex, N-Rickert e Fillcanal. Os cimentos foram espatulados, colocados no

interior de tubos de polietileno e implantados no tecido subcutdneo de um mesmo rato, em



44

sistema de rodizio. Os periodos de observacao foram de 7, 21 e 60 dias. De um modo geral,
os materiais implantados mostraram-se irritantes, provocando reacdes inflamatérias de
diferentes intensidades. Assim, no periodo inicial, o Sealapex e o N-Rickert exibiram uma
reacdo tecidual moderada, enquanto que com o CRCS e Fillcanal, essa reacdo foi intensa.
Na fase final, houve uma diminui¢do do processo inflamatério, onde os autores
observaram, com o Sealapex, o CRCS e o N-Rickert, discreta reacdo tecidual, enquanto que

com o Fillcanal foi observada uma reacdo mais acentuada.

Em 1988, Tronstad et al.'”* avaliaram a solubilidade e a biocompatibilidade de
cimentos endoddnticos contendo hidroxido de célcio, Sealapex e CRCS, de um cimento a
base de 6xido de zinco e eugenol convencional e de uma pasta de hidréxido de célcio e soro
fisiolégico, acondicionados em cilindros de Teflon, e, posteriormente, implantados em
perfuracdes efetuadas no tecido 6sseo de mandibula de cdes. Decorridos 90 dias, os animais
foram sacrificados, os segmentos 6sseos contendo os cilindros de Teflon removidos,
incluidos em parafina, secionados e corados com hematoxilina e eosina. Os resultados da
andlise histopatologica mostraram que, no grupo da pasta de hidréxido de cdlcio e soro
fisiolégico, ela havia sido completamente solubilizada. Os cilindros foram preenchidos com
tecido dsseo, nao sendo observado processo inflamatdrio nos tecidos adjacentes. No grupo
do cimento Sealapex, ele havia sido parcialmente solubilizado e, na maioria dos casos,
substituido por tecido conjuntivo, com severa reacdo macrofidgica e leve reacdo
inflamatéria. Em todos os casos analisados, o CRCS e o cimento de 6xido de zinco e
eugenol permaneceram nos cilindros, sem invaginacdo de tecido para o interior dos
mesmos. Nenhuma reacdo macrofdgica foi vista, porém, severa reacdo inflamatéria foi
causada pelo CRCS, enquanto que reagdes inflamatdrias suaves foram provocadas pelo

cimento de 6xido de zinco e eugenol.

Yesiloy et al.'"® em 1988, avaliaram a citotoxicidade de varios cimentos obturadores
de canais radiculares injetados em tecido subcutineo de 12 porcos da India. Foram
avaliados os cimentos de Grossman, Eucapercha, Endo-Fill, CRCS, Sealapex e Hypocal,
sendo utilizado, como controle uma solug@o salina estéril. Apds um periodo experimental

de 6,15 e 80 dias, os animais foram sacrificados e as pecas obtidas coradas pela
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hematoxilina e eosina e pelo método de Von Kossa. A andlise histolégica mostrou que o
Sealapex e o Endo-Fill apresentaram menor reacdo inflamatéria do que qualquer outro
material testado. O cimento de Grossman, o CRCS e o Hypocal revelaram,
predominantemente, reacdes inflamatdrias severas em quase todos os periodos de tempo,
exceto aos 80 dias. Calcificacdes difusas foram induzidas principalmente pelas preparagdes
a base de hidréxido de célcio, CRCS, Sealapex e Hypocal. Eucapercha e Endo-Fill

apresentaram reduzidas dreas localizadas de calcificagdo.

Matsumoto et al.”’ em 1989, compararam a citotoxicidade de cimentos que ndo
continham eugenol na formula (New A, New B e New B-2), com cimentos endodonticos
convencionais (AH26, Diaket, Canals, Tubli-Seal e Sealapex). Foram usadas células da
polpa dentéria de 6 ratos Wistar obtidas através de cultura priméria de células. Os cimentos
foram analisados antes e ap6s o endurecimento. Foi incorporada Timidina tritiada no DNA
celular. Nos experimentos com cimentos jd endurecidos, as mudangas da morfologia celular
foram analisadas por microscépio de fase. Os resultados mostraram que os cimentos New
A, New B e New B-2 recém manipulados, mostraram toxicidade minima na sintese de
DNA. O Sealapex foi pouco inibidor, também. Houve inibi¢do da sintese de DNA nos
cimentos Tubli-Seal e Canals; nos cimentos AH26 e Diaket, ocorreu inibicdo quase total da
sintese de DNA. Apds o endurecimento, o cimento New B ndo alterou a morfologia celular,
o Diaket causou deformacdo na forma dos nicleos. Os autores constataram, que 0s novos
cimentos, sem eugenol, sdo menos toxicos em compara¢do aos cimentos endodonticos
convencionais. Aqueles cimentos a base de resina foram os mais toxicos. A toxicidade
aumentou na seguinte ordem: New B, New B2, New A, Sealapex, Canals, Tubli-Seal,
AH26 e Diaket no grupo dos recém manipulados; e New B, New A, Diaket, Canals, AH26,

Tubli-Seal e Sealapex no outro grupo.

Tagger, Tagger'”’ em 1989, efetuaram estudo histolégico em dentes de macacos,
com o objetivo de avaliar, a longo prazo, a resposta dos tecidos periapicais aos cimentos
que contém hidréxido de cdlcio, CRCS e Sealapex, comparados ao cimento AH26. Foram
empregados incisivos e segundos pré-molares inferiores, os quais tiveram seus canais

radiculares instrumentados e obturados com cones de guta-percha e os cimentos em estudo.
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Os animais foram sacrificados apés o periodo de 7, 8 e 14 meses. Os resultados
histol6gicos mostraram uma resposta inflamatéria de moderada a severa na regiao apical
das raizes obturadas com AH26 e CRCS. A maior parte dos espécimes relativos ao
Sealapex ndo apresentou células inflamatérias, exceto macréfagos com particulas do
cimento obturador. Ainda, com relacdo ao Sealapex, foi observada uma tendéncia a
obliteracdo apical por tecido calcificado, aparentemente apds a reabsorcdo do material
obturador. Os autores ressaltaram que, apesar dos bons resultados obtidos com o Sealapex,
tornam-se necessdrias pesquisas adicionais, com o fim de testar o material em canais
infectados. Sugeriram, ainda, que a capacidade do cimento de ser reabsorvido, era uma
vantagem quando de sua substitui¢do por tecido calcificado, sendo uma desvantagem a sua

ndo reabsor¢ao.

Boneti Filho® em 1990, avaliou a biocompatibilidade de quatro técnicas de
obturacdo de canais radiculares: 1) Cldssica (Fill Canal), 2) Bioldgica controlada (Fill
Canal), 3) com colocac@o apical de hidréxido de calcio (Fill Canal) e 4) Cldassica
(Sealapex). Utilizou 82 canais de 5 caes. Um alargador de n°20 foi introduzido no canal
radicular até atingir o batente apical e foi iniciado o processo de arrombamento, com um
alargador n°30, e o limite da perfuracdo foi de 2mm além do comprimento inicial
estabelecido. A instrumentacdo foi realizada no batente apical, com alargadores e limas
Hedstroén até o de n°60. Os canais foram secos com pontas de papel absorventes e
obturados com cones de guta-percha principais e auxiliares, de acordo com as quatro
técnicas mencionadas. Todas as camaras pulpares foram fechadas com amdlgama. Dez
canais, foram instrumentados, mas ndo obturados, para servirem como grupo controle.
Ap6s 180 dias, os cdes foram mortos, as pecas descalcificadas, cortadas e coradas com
hematoxilina e eosina para andlise histologica. As analises dos resultados, pela avaliagdo da
biocompatibilidade, permitiram a seguinte classifica¢do, de acordo com o grau de sucesso:
1) Técnica Cléssica (Sealapex), 2) Colocacao apical de hidréxido de cdlcio (Fill Canal) e
Técnica Bioldgica controlada (Fill Canal), 3) Técnica Cléssica (Fill Canal) e 4) Grupo

controle.
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Meyron, Brook'”> em 1990, estudaram a citotoxicidade dos seguintes cimentos:
Kloropercha, Biocalex, Diaket, Endomethasone, AH26 com e sem prata, Sealapex, Tubli
Seal, Pulp Canal Sealer, Forfenan, Spad e pasta Kri. Foram utilizados, neste estudo,
fibroblastos do ligamento periodontal. A citotoxicidade foi avaliada com e sem a presenga
de fragmentos de dentina, obtidos com auxilio de uma peca de mao Micro Mega 3000. Os
fragmentos eram compactados até obter-se espessuras de 0,5, 1 e 2 mm. Na auséncia de
dentina, Kloropercha, Biocalex, Dziaket e Endomethasone foram levemente citéxicos.
AH26 com e sem prata, Sealapex, Tubli Seal e o Pulp Canal Sealer foram moderadamente
citoxicos, enquanto que o Fornefan, Spad e a pasta Kri foram intensamente citotoxicos. Na
presenca de dentina a citotoxicidade desses materiais foi consideravelmente reduzida, em
excecdo do Endomethasone, Forfefan, Spad e da pasta Kiri.

151 . . e .
1.7 em 1990, analisaram a resposta dos tecidos periapicais a cimentos

Soares et a
obturadores de canais radiculares que contém hidréxido de cdlcio. Testaram os cimentos
Sealapex e CRCS, utilizando 120 canais radiculares de dentes de cdes. Apds a
instrumentac¢do dos canais, estes foram divididos em trés grupos e obturados pela técnica da
condensacao lateral ativa, com cones de guta-percha e o cimento mais o de 6xido de zinco e
eugenol, este usado como controle. Decorridos 30 e 180 dias, os animais foram sacrificados
e as pecas obtidas foram submetidas ao processamento histoldgico. Os cimentos Sealapex e
CRCS causaram resposta tecidual periapical semelhante a encontrada com o cimento de
oxido de zinco e eugenol, com resposta mais acentuada nos espécimes em que ocorreu
extravasamento do material obturador. Nos casos em que o material obturador estava
presente no “batente apical”, constatou-se invaginacdo de tecido conjuntivo com células
inflamatdrias cronicas. A deposi¢do de tecido duro com fechamento parcial da abertura
apical foi observada para os trés cimentos estudados. Nos grupos do Sealapex e CRCS,

particulas de cimento foram vistas distantes do dpice. Todos os casos de extravasamento

levaram a reagdo inflamatoria cronica dos tecidos apicais.

Takahara et al.'” em 1990, avaliaram, nos periodos de 24 e 48 horas, a
citotoxicidade dos cimentos New A, New B-1, New B-5 e New B-6 (contendo acidos

graxos em substituicdo ao eugenol), Tubli-Seal, Diaket A, AH26, Canals e Sealapex,
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recém-espatulados. Os cimentos foram acondicionados em tubos de polietileno e colocados
em contato com culturas de células de tecido 6sseo de ratos Wistar, sendo a citotoxicidade
avaliada por meio dos seguintes parametros: medida de incorporagdo de timidina
radioativa, medida da atividade de fosfatase alcalina, medida da sintese de DNA, medida da
quantidade de proteina, observacdo da morfologia celular e medida da liberacdo de célcio.
Como controle foram utilizados tubos de polietileno vazios. Os autores constataram que a
sintese de DNA foi inibida frente a todos os cimentos estudados. A inibi¢do da atividade da
fosfatase alcalina nas células expostas aos cimentos Diaket A, AH26, Canals e Tubli-Seal
ocorreu intensamente nos dois periodos experimentais, sendo inibida, em menor grau, no
Sealapex. Os novos cimentos testados (New B-1, New B-5, New B-6 e New-A)
apresentaram resultados semelhantes aos do controle. Todos os cimentos induziram
alteracOes morfoldgicas sobre as células, bem como, diminuindo a densidade celular. As
menores alteragdes foram observadas com os cimentos New B-6 e New A. A maior
liberacdo de ions calcio , nos dois periodos experimentais, foi observada nos cimentos New
B-1 e New B-5, sendo que, no Sealapex, essa liberagdo foi muito semelhante a encontrada
no grupo controle. Os autores concluiram que os cimentos New A, New B-1, New B-5 e
New B-6, apresentaram, nesse experimento, menor citotoxicidade in vitro que os cimentos
comercialmente disponiveis.

Zmener et al.'®’

em 1990, analisaram a resposta tecidual de um cimento
experimental com hidr6xido de célcio apds implante em tecido conjuntivo subcutaneo de
rato. O material em estudo constituiu do Sealapex sem dioxido de titanio, retirado de sua
férmula original, em funcdo da provavel relacdo de sua presenga com a reacdo do corpo
estranho causada pelo cimento. O material foi colocado em tubos de silicone e implantado
no tecido subcutaneo de 30 ratos. Os animais foram sacrificados apds 7, 30 e 90 dias para a
andlise histométrica e quantitativa. O exame microscopico demonstrou diferentes graus de
alteragdo dos tecidos frente ao material testado. Tecido granulomatoso contendo numerosas
células gigantes do tipo corpo estranho e macréfagos, contendo particulas em seu
citoplasma, foi detectado em contato com o material experimental. Fibroblastos e vasos

recém formados também foram observados. Essas reacdes aumentaram, progressivamente,

aos 30 e 90 dias de observacao.
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Leonardo” em 1992, avaliou microscopicamente, em dentes de caes, a reagdo dos
tecidos apicais e periapicais, apds a obturacdo de canais radiculares com dois cimentos que
contém hidréxido de cdlcio, Sealapex e CRCS. Foram utilizadas, no trabalho, 16 raizes de
pré-molares inferiores de 2 caes sem raca definida, com idade aproximada de 1 ano. Apds o
arrombamento do delta apical, os canais radiculares foram instrumentados no comprimento
do inicio do delta apical e obturados com cones de guta-percha e com os cimentos em
estudo. Decorrido o periodo experimental de um ano, os animais foram sacrificados e as
pecas obtidas preparadas para o exame microscopico. Os resultados obtidos demonstraram
que ambos cimentos, Sealapex e CRCS, causaram uma inflamacao cronica, de magnitude
moderada, e induziram a deposi¢do de tecido mineralizado na regido apical. No grupo do
CRCS, a deposicao de tecido mineralizado ocorreu diretamente na sua superficie. Desta
forma, o CRCS pareceu ter se comportado biologicamente melhor que o Sealapex, porém,

sem diferenca estatisticamente significativa.

Molloy et al.'” em 1992, avaliaram a tolerdncia tecidual de dois cimentos
endoddnticos resinosos experimentais, um deles acrescido de prata, por meio de estudo
comparativo com outros quatro cimentos: Sealapex, Kerr Pulpa Canal Sealer, AH26 e
cimento de Roth. Cada cimento, apds a manipulacio, era levado ao interior de tubos de
polietileno, que eram implantados no tecido subcutdneo de ratos Sprague-Dawly.
Decorridos os periodos de 3, 10, 20, 30 e 60 dias, os animais foram sacrificados e as pecas
obtidas preparadas para o exame histologico. A anélise dos resultados mostrou que todos os
cimentos demonstraram inicialmente inflamacao suave, que cessou rapidamente. Em todos
os tempos estudados, ndo ocorreu diferenca entre os cimentos, exceto para o AH26, que
manteve algum edema até o periodo de 30 dias. Aos 60 dias, todos os materiais se
mostravam compativeis entre si.

Hetem et al.®’

em 1993, avaliaram a biocompatibilidade, in vitro, dos cimentos
Sealapex, AH26, CRCS e 6xido de zinco e eugenol, em germes dentdrios de molares de
camundongos albinos, com 14 ou 17 dias, empregando trés diferentes metodologias. Os

cimentos foram manipulados de acordo com as instru¢des do fabricante e condensados em
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um molde de silicone, em forma de disco. Em seguida, os discos de cada cimento foram
testados, de trés maneiras diferentes: 1) Os discos, apés o periodo de presa, foram
colocados no meio de cultura, no qual os germes foram cultivados; 2) Os discos foram
colocados em placas de Petri, contendo meio de cultura, e utilizados ap6és um periodo
médio de 15 dias de incubagdo em estufa; 3) Os germes dentdrios foram cultivados no
liquido onde os discos ficaram depositados durante 15 dias. Decorridos 6 dias, os germes
foram fixados em formalina a 10%, incluidos em parafina, cortados com 6um de espessura
e corados pelo método da hematoxilina e eosina, para andlise em microscopia 6tica. De
acordo com os resultados obtidos, todos os cimentos analisados mostraram-se
incompativeis com o desenvolvimento dos germes dentdrios, nas condi¢des de
experimentacdo. Os germes dentdrios, obtidos de animais mais jovens, foram mais
resistentes que os obtidos dos animais mais velhos. O meio de cultura onde os discos dos
cimentos ficaram depositados, apresentou melhores resultados, com relacdo aos demais
experimentos, sugerindo que a liberacdo de substancias toxicas € constante na presenca dos

discos, e que as mesmas se dissipam quando sdo ausentes.

Berbert, Consolaro'* em 1994, avaliaram a influéncia de cimentos endoddnticos na
migracdo de polimorfonucleares neutrofilos, utilizando o teste “Skin Window”. Goticulas
de cimentos recém manipuladas foram levadas a uma laminula de vidro sobre
escarificacoes feitas na pele de 10 individuos adultos jovens por um periodo de trés horas.
Decorrido este periodo, as laminulas foram removidas, coradas em hematoxilina e eosina,
montadas em laminas de vidro e submetidas a andlise em microscépio 6tico. Este teste
permitiu aos autores analisarem a citotoxicidade e a influéncia quimiotatica dos materiais
sobre os neutr6filos PMNs. O OZE, dentre todos os materiais, foi o que exerceu a maior
quimiotaxia, embora tenha sido o material que melhor preservou as células estruturalmente.
O Sealapex, apesar de ser o material que atraiu o menor nimero de neutréfilos PMNs,
propiciou um grande aumento na degranulacio celular, apresentando consideravel citdlise.
O CRCS apresentou valores intermedidrios nas duas varidveis analisadas. Em ordem
decrescente, quanto a agressdo e migracdo celular, os cimentos puderam ser assim

classificados: Sealapex, CRCS e OZE.
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13 . . . . .. N .
1.7 em 1995, avaliaram in vitro a citotoxicidade de tré€s cimentos

Beltes et a
endoddnticos que contém hidréxido de célcio (Sealapex, CRCS e Apexit) usando células
1929 e BHK21/C13. Ap6s 24 horas os cimentos foram cobertos com a suspensao celular, e
a citotoxicidade determinada por uma técnica quantitativa, mostrando que todos os
cimentos apresentaram-se citotoxicos. O Sealapex mostrou alta citotoxicidade. O CRCS foi

menos citotoxico do que o Sealapex e mais téxico do que o Apexit.

Economides et al.*' em 1995, avaliaram, in vitro, a biocompatibilidade de dois
cimentos que contém hidréxido de célcio (Sealapex e CRCS), um a base de 6xido de zinco
e eugenol (Roth 811) e um do grupo das resinas epoxicas (AH26). Além disso, analisaram a
influéncia dos componentes dos cimentos sobre as concentragdes de cdlcio e zinco de
alguns 6rgdos. Um total de 75 ratos foram utilizados, divididos em cinco grupos de cinco
animais cada, nos periodos experimentais de 7, 14 e 21 dias. Os cimentos recém
manipulados foram colocados em tubos de teflon e implantados no tecido subcutianeo
dorsal. Ap6s os periodos experimentais, os animais foram sacrificados e as pecas obtidas
preparadas para o exame histoldgico. Para andlise do cdlcio e zinco, 25 animais foram
sacrificados uma semana apds a implantacdo e o cérebro, figado, rins e tutero foram
removidos e analisados por espectrofotometria. Os resultados demonstraram que o material
mais irritante no periodo de 7 dias foi o AH26. Entretanto, a intensidade da inflamacao
decresceu apds 21 dias. J4 o Roth 811 e o Sealapex, apresentaram reacdo inflamatoéria
moderada/severa, observada no periodo de 7 dias, persistindo até o final do experimento. A
reacdo inflamatéria moderada, vista em resposta ao CRCS aos 7 dias, decresceu
gradualmente até os 21 dias. Embora o AH26 ndo contenha célcio em sua composi¢ao, os
valores da concentracido de célcio aumentaram em todos os 6rgios examinados, quando
comparados ao controle. Por outro lado, os 6rgdos dos animais onde se utilizou o CRCS e o
Sealapex ndo apresentaram modificagdes nas concentracdes de célcio, em comparagdo ao
grupo controle. Com relag¢do ao zinco, altas concentra¢des foram observadas nas amostras
teciduais obtidas dos animais do grupo do CRCS e Roth 811 (os dois cimentos contém

Zinco na sua composi¢ao).
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Mittal et al.'” em 1995, avaliaram histologicamente a resposta tecidual frente a
quatro cimentos obturadores de canais radiculares (OZE, Tubliseal, Sealapex e Endoflas
FS). Utilizaram 15 ratos albinos adultos, nos quais foi injetado no tecido subcutdneo da
regido dorsal, 0,1ml de material espatulado. Os animais foram sacrificados 48 horas, 7, 14
dias, 1 e 3 meses ap0s a injecao subcutanea. Os resultados histologicos revelaram que todos
os cimentos causaram inflamagdo, a qual diminuiu com o decorrer do periodo, exceto no
caso do OZE, que aumentou no periodo de 48 horas até 7 dias, tendendo a seguir, a uma
diminuicdo. O Sealapex quando comparado com os outros cimentos utilizados, foi o
material que revelou menor reacdo inflamatéria, ocorrendo junto a0 mesmo, uma reagao
inflamatéria moderada somente até as 48 horas, a qual decresceu para suave nos demais
periodos. O OZE, Tubliseal e o Endoflas FS foram severamente toxicos nos periodos de 48
horas e 7 dias, tendo esta toxicidade diminuida gradualmente nos periodos mais
prolongados. Nenhuma reagdo inflamatéria foi observada aos 3 meses, em todos os

cimentos testados.

Silva'® em 1995, realizou avaliacdo histolégica apds obturacdo de canais
radiculares em dentes de cdes com vitalidade pulpar, empregando quatro diferentes
cimentos que contém hidroxido de cdlcio. Os resultados, 180 dias apds a obturacgdo,
demonstraram que o cimento Sealapex foi o que melhor permitiu a deposi¢cdo de tecido
mineralizado, apicalmente, sendo o Unico a apresentar selamento apical completo e com
predominio de infiltrado inflamatério ausente/suave. O CRCS apresentou
predominantemente, selamento parcial e infiltrado inflamatério moderado, e o Apexit e
Sealer 26 ndo apresentaram selamento. A avaliacdo histopatolégica da rea¢do provocada
pelos cimentos apds a injecdo em tecido subcutdneo de camundongos isogénicos Balb/c,
realizada nos periodos de 2, 4, 8 e 16 dias, mostrou, no periodo inicial, intenso infiltrado de
leucéeitos PMNs nos quatro cimentos testados. A partir do oitavo dia foi observada intensa
reducdo dessas células, particularmente no Sealapex, que apresentou a maior diferenciacio
celular. Foi realizado, ainda, o estudo da migracdo celular para a cavidade peritoneal de
camundongos Balb/c, nos periodos de 6 a 24 horas, 5, 15 e 30 dias. Os resultados
mostraram que nos periodos iniciais todos os cimentos induziram a um aumento de

neutrofilos, quando comparados ao controle, tendo o Sealapex e CRCS apresentado
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menores valores, atingindo valores semelhantes ao controle aos 5 dias. Finalmente, a
andlise do pH e condutividade dos cimentos nos periodos de zero, 1, 2, 4, 6 e 24 horas, 5,
15 e 30 dias, mostraram que o cimento Sealapex, durante todos os periodos experimentais,
foi o que determinou maiores valores de pH, célcio total e de célcio idnico, seguido do

CRCS, Apexit e Sealer 26.

Geurtsen, Leyhausen53 em 1997, pensando em minimizar a incidéncia de efeitos
colaterais e/ou sist€émicos, sugeriram que a biocompatibilidade de todos os materiais
obturadores de canais radiculares, deveria ser investigada por varios testes in vitro e in vivo
antes da sua aplicagdo clinica. Os testes in vitro incluem mutagenicidade, citotoxicidade e
efeitos antibacterianos. Alguns trabalhos t€ém mostrado que cimentos a base de 6xido de
zinco e eugenol contém paraformaldeido (N2 e Endomethasone), mostrando uma forte
atividade antibacteriana, porém, sdo mutagénicos. Cimentos que cont€ém 6xido de zinco e
eugenol sdo classificados como sendo altamente/severamente citotdxicos, contrdrio aqueles
que contém hidréxido de célcio (Sealapex e Apexit), que apresentam boa ou excelente
citocompatibilidade. Estes resultados foram confirmados por numerosos trabalhos

histol6gicos in vivo.

Leonardo et al.® em 1997, analisaram a biocompatibilidade de cimentos
obturadores de canais radiculares. Foram utilizados 80 raizes de pré-molares de cdes com
vitalidade pulpar. Apds o preparo biomecanico os dentes foram obturados alternadamente
com guta-percha e os cimentos Sealapex, CRCS, Sealer 26 e Apexit. Apds 180 dias os caes
foram sacrificados, as pecas anatdmicas removidas e submetidas a histotécnica. A anélise
microscépica evidenciou que o Sealapex permitiu um maior nimero de mineralizacdes
apicais e auséncia de infiltrado inflamatério apical. O selamento observado com o CRCS
foi parcial e notou-se pequeno infiltrado inflamatério. Nenhum selamento apical com tecido
mineralizado foi observado no uso do Apexit e Sealer 26, com infiltrado inflamatério

severo no Apexit e leve no Sealer 26.

Leonardo’! em 1997, avaliou em cultura de macréfagos nos periodos de 1, 12, 24,

48 e 72 horas, a citotoxicidade de cinco cimentos endodonticos: Sealapex, Sealer 26,
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Apexit, CRCS e Fill Canal. Foram avaliadas as alteracdes morfoldgicas e a liberagdo de
peréxido de hidrogénio (H,O;). Quanto 4s alteragdes morfoldgicas, todos os cimentos
foram toxicos. Numa ordem decrescente da toxicidade, foram mais agressivos que o
controle o Fill Canal, CRCS, Sealer 26, Apexit e Sealapex. Quanto a liberacdo de H,O; a
ordem crescente de toxicidade foi: Sealer 26, Fill Canal, Apexit, Sealapex e CRCS.

% em 1997, fez avaliacdo histopatolégica da reparacio apical e periapical

Rasquin13
em dentes de cdes portadores de lesdo periapical cronica, experimentalmente induzida, apds
o tratamento de canais radiculares e obturagdo com os cimentos Sealapex, Sealer 26, Apexit
e Fill Canal. Foram utilizados 80 canais radiculares portadores de necrose pulpar e reacdo
periapical cronica. Decorridos 270 dias da obturacdo, os animais foram sacrificados. Apds
o processamento histologico os cortes foram corados pela hematoxilina e eosina e pelo
tricromico de Mallory. A andlise microscopica dos cortes evidenciou ser o Sealapex

biologicamente compativel, e a resposta tecidual em ordem crescente de severidade foi a

seguinte: Sealer 26, Fill Canal e Apexit.

Silva et al.'** em 1997, avaliaram a resposta inflamatdria frente o Sealapex, CRCS,
Apexit e Sealer 26 em tecido subcutaneo e cavidade peritoneal de ratos Balb/c. A resposta
inflamatéria em tecido subcutaneo foi avaliada apds 2, 4, 8 e 16 dias. Intensa neutrofilia foi
vista em resposta a todos os cimentos durante os periodos inicais. Houve diferencas entre
eles relacionadas a presenca de necrose e o nimero de células inflamatérias. Na fase
intermedidria marcada pela diferenciacdo celular do sistema fagocitico mononucleado em
macréfagos, células epiteldides e células gigantes multinucleadas foram observadas com o
Sealapex. Esta resposta foi menos intensa com o CRCS e Apexit. Necrose do tecido foi
observada somente na interface tecido cimento e somente durante o periodo inicial com o
Sealapex, mas foi vista ao longo do experimento com todos os outros cimentos. Na
cavidade peritoneal dos animais, foram injetados, solugdes contendo os cimentos e cinco
ratos de cada grupo foram sacrificados apds 6, 24 horas e 5 e 15 dias. Durante os periodos
iniciais (“e 24 horas), houve uma migracao intensiva de leucocitos PMNs para a cavidade
peritoneal, em resposta para todos os cimentos, comparada ao controle. Essa migracao foi

mais intensa para o Sealer 26 e Apexit. Um aumento no nimero de células mononucleadas
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foi observado depois de 6 e 24 horas e 5 dias para todos os cimentos, e nenhuma diferenca

foi observada em relacdo ao controle depois de 15 dias.

Geurtsen et al.”* em 1998, avaliaram a citotoxicidade de quatro cimentos
obturadores de canais radiculares (AH26, Apexit, Sealapex e N2) e guta-percha, em células
3T3 e cultura primdria de fibroblastos do ligamento periodontal humano, pela determinacao
da proliferacdo destas células por meio de fluorcromo. Observaram que nenhuma alteragdo
celular significativamente foi induzida pela guta-percha e Apexit, enquanto varios extratos
de AH26 e Sealapex causaram moderada ou severa inibi¢cdo do crescimento dessas células.
Dano celular severo foi observado por todos os extratos de N2, com diferenca
estatisticamente significativa em relacdo aos demais cimentos.

.19 em 1998, verificaram o efeito de dois cimentos

Tanomaru Filho et a
endodonticos, o Sealapex (com de hidréxido de cdlcio) e o Fill Canal (que contém 6xido de
zinco e eugenol), no reparo de dentes de caes, irrigando-se com hipoclorito de sédio a
5,25%. Os canais radiculares foram secos e um curativo de demora a base de hidréxido de
célcio foi mantido por sete dias. Decorrido este periodo, os canais radiculares foram
obturados com os dois cimentos, utilizando-se condensacao lateral com guta-percha. Apds
270 dias, os animais foram sacrificados, os procedimentos histologicos realizados, e os
achados histolégicos mostraram um melhor reparo para os dentes obturados com o
Sealapex.

Huang et al.**

em 2001, avaliaram a genotoxicidade de cimentos endodonticos a
base de 6xido de zinco e eugenol (Canals, Canals-N e Tubliseal), com hidréxido de célcio
(Sealapex) e resina epoxica (Topseal, AH26 e AH Plus). Utilizaram cultura de células de
carcinoma oral, e o teste utilizado para leitura foi eletroferose. Verificaram o maior nivel de
dano no DNA, induzido pelos cimentos resinosos, seguidos pelos cimentos a base de 6xido
de zinco e eugenol (que nem sempre causaram aumento na genotoxiciddade), e nenhum
efeito ocorreu com cimentos com hidroxido de célcio. Os autores encerram, questionando

sobre a escolha do cimento ideal, onde as propriedades fisicas e os efeitos biologicos

devem ser bem analisados.
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Com o surgimento de intimeros cimentos endoddnticos e considerando a literatura
sobre a agressdo tecidual provocada pelo extravasamento de cimentos obturadores de
canais radiculares para o peridpice, prop0s-se avaliar, por meio de teste edemogénico, a
biocompatibilidade tecidual dos cimentos Endomethasone, Sealapex, Sealer Plus e Sealer
26. O teste edemogénico quantifica o edema frente ao material analisado, verificando entre
os cimentos experimentados aquele que apresenta menor resposta tecidual, uma vez que a
quantificacdo do edema, um dos primeiros eventos da inflamacdo, permite uma comparagdao
da biocompatibilidade tecidual entre eles. Utilizaram 48 ratos machos (Wistar), distribuidos
em grupos de seis para cada tempo pds-operatdrio para cada um dos cimentos que, apds a
espatulacdo foram imediatamente injetados no tecido conjuntivo subcutineo da regido
dorsal dos animais. Cada cimento foi avaliado em tempos pés-operatdrios de trés a seis
horas. Baseando-se nos resultados obtidos com auxilio de um espectrofotometro, pode-se
concluir que houve maior quantidade de edema no tempo pos-operatorio de trés horas em
todos os cimentos. O Endomethasone e o Sealer Plus apresentaram reacdo inflamatoria
inicial acentuada, mas que diminuiu com o tempo, ji o Sealapex e o Sealer 26 foram os
mais biocompativeis com os tecidos por apresentarem menor indice de exsudato
inflamatério, quando comparados com o Endomethasone e Sealer Plus (AU) (Canova et
al.*%, 2002).

1.9 em 2002, os resultados mostraram que oS

De acordo com Huang et a
componentes dos cimentos compostos resinosos, cimentos compostos a base de 6xido de
zinco e eugenol, e cimento a base de hidréxido de cdlcio foram citotoxicos para células
primdrias do ligamento periodontal, cultura e células V79. O cimento com hidréxido de
célcio (Sealapex) foi o que apresentou a menor citotoxicidade entre os cimentos
experimentados em ambas culturas. A citotoxicidade apresentou-se em uma ordem
decrescente de N2, Endomethasone, AH26, AH Plus, Canals e Sealapex. Assim, os autores
concluirem que, inicialmente, o uso de cimentos com hidréxido de cdlcio como material
obturador de canais radiculares pode resultar em uma resposta mais favoravel aos tecidos
periradiculares, embora a sensibilidade citotéxica dependa dos materiais a serem

experimentados e do sistema celular de cultura usado, devendo passar por outros estagios

ou niveis de experimentacdo. O objetivo deste estudo foi determinar a citotoxicidade de trés
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diferentes cimentos endoddnticos em células do ligamento periodontal humano e um
cimento em linhagem de células de Hamster V79. Foram utilizadas sete amostras de dois
cimentos compostos resinosos, AH26 e AH Plus, trés cimentos compostos de 6xido de
zinco e eugenol (Canals, Endomethasone e N2) e um cimento composto com hidréxido de
célcio, o Sealapex. Foram colocados em meio de cultura por 1, 2, 3 e 7 dias. A
citotoxicidade foi avaliada utilizando um meio através da reducdo do Brometo de
Tetrazolio nas células humanas primérias do ligamento periodontal, e nas células do V79

derivado dos Hamster chineses.

O objetivo deste estudo foi comparar a citotoxicidade de cimentos obturadores de
canal radicular a base de fosfato de célcio (selador de raiz Apatita (ARS) Tipo 1, II, III)
com outros quatro seladores endodonticos (Pulp Canal Sealer EWT, AH Plus, Sealapex,
Ketac Endo). Os extratos dos cimentos foram obtidos em meios de cultura apds a mistura
dos mesmos durante os sete seguintes periodos: l1h (0-1h), 8h(1h-8h), 24h(8h-24h), 48h
(24h-48h), 1 semana (48h- 1 semana), 2 semanas (1-2 semanas), 4 semanas (2-4 semanas).
Fibroblastos 1929 de rato foram expostos a cada extrato de cimento e os efeitos citotoxicos
foram avaliados usando o método MTT e a andlise neutra vermelha (NR). Os resultados
foram analisados estatisticamente por meio do teste Kruskal-Wallis, Friedman’s 2-way
ANOVA. Os tipos ARS I, II, III mostraram citotoxicidade muito baixa em todos os
periodos de observacdo em ambas as andlises. Nao houve diferenca significante entre a
citotoxicidade dos tipos ARS I, II, III em cada intervalo de tempo (p>0,05). Os tipos AH
Plus e Ketac Endo induziram uma citotoxicidade severa inicial, mas uma baixa
citotoxicidade apds 8h (AH Plus) e ap6s 24h (Ketac Endo). O cimento Pulp Canal Sealer
EWT e o Sealapex mostraram uma citotoxicidade longa que durou até 4 semanas. Na
maioria dos casos, os efeitos citotoxicos de cada amostra dos cimentos mostraram padrdes
semelhantes entre a andlise MTT e andlise NR. Estes achados indicam que o Tipo ARS 1.
II, III sdo materiais muito compativeis porém precisam de mais avaliacdo e

desenvolvimento (Kin et al.’®, 2003).
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AH Plus

Almeida® em 1997, avaliou histologicamente a resposta dos tecidos apicais e
periapicais de dentes de caes, apds biopulpectomia e obturacdo dos canais radiculares com
os cimentos Ketac Endo, Fill Canal e AH Plus. O cimento Ketac Endo foi avaliado apds
270 dias tendo como controle o Fill Canal; o AH Plus foi avaliado apds 90 dias tendo
também como controle o Fill Canal.como controle. O Ketac Endo ndo apresentou
selamento apical total em nenhum dos casos, € nos casos de selamento parcial, o tecido
conjuntivo intersticial contido entre as paredes do selamento neoformado, apresentava
infiltrado inflamatério mononuclear suave/moderado, poucas fibras coldgenas, edema e
poucos cementoblastos junto a parede do selamento. Em contato com o cimento obturador,
havia necrose superficial e congestdo vascular. Nos casos de auséncia de selamento, o
tecido intersticial apresentava também dreas de necrose em contato com o material
obturador, e moderado/severo infiltrado inflamatério mononuclear que se estendia até o
peridpice. No grupo do Fill Canal, apds 270 dias, nos casos de selamento apcial, o tecido
intersticial invaginado para o interior do canal radicular apresentava poucos fibroblastos e
fibras coldgenas e quando em contato com o material obturador, havia necrose e infiltrado
inflamatério moderado, constituido predominantemente por células mononucleares. A
regido periapical apresentava resposta inflamatéria de intensidade moderada/severa,
constituida por células mononucleares, edema, poucos fibroblastos e fibras coldgenas. No
AH Plus apés 90 dias, nos casos de selamento parcial, o tecido intersticial apresentava
numerosos fibroblastos, intensa presenca de fibras coldgenas e auséncia de células
inflamatdrias, exceto raros macréfagos, e as ramificagdes do delta apical apresentavam
tecido conjuntivo integro. O Fill Canal apdés 90 dias na regido periapical evidenciava
resposta inflamatoria de intensidade moderada/severa, edema, poucos fibroblastos e fibras

coldgenas dissociadas.

Leonardo et al.®® em 1999, avaliaram a liberacdo de formaldeido por quatro
cimentos endodonticos, pois, a literatura mostra que alguns cimentos como o
Endomethasone e o N2, que contém formaldeido, podem causar necrose tecidual e
inflamagdo, embora lentamente ocorra a reparacdo. Outros cimentos como o AH26, ndo

contém formaldeido na férmula, mas através de uma reagdo quimica apds misturado
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(envolvendo dois componentes: resina bisfenol A e hexametilenotetramina), ocorre a
liberacdo de formaldeido dos cimentos. Neste trabalho foi utilizado um espectrofotdmetro
para verificar a liberacdo de formaldeidos dos cimentos Endomethasone, AH26, AH Plus e
Top Seal. Os autores observaram que o AH Plus e o Top Seal liberaram um minimo de

formaldeido, estatisticamente insignificante quando comparado aos demais.

Leonardo et al. em 1999, avaliaram a resposta tecidual de um cimento
endododntico a base de resina epdxica, o AH Plus, o qual foi comparado ao Fill Canal (que
contém Oxido de zinco e eugenol). Trinta e quatro pré-molares de cdes foram usados.
Depois da instrumentagdo, os canais radiculares foram obturados com guta-percha e com os
cimentos citados, utilizando a técnica da condensacdo lateral. Apds todos os procedimentos
histolégicos, ndo observaram células inflamatorias, nem dreas de necrose associadas ao
cimento AH Plus. Formacdo de tecido duro apicalmente ao material foi observado 3m
aquém em 14 espécimes. J4 o Fill Canal apresentou uma resposta inflamatéria de

intensidade moderada na regido periapical, principalmente adjacente ao material.

Koulaouzidou et al.®! em 1998, avaliaram in vitro a citotoxicidade de trés cimentos
endodonticos a base de resina (AH26, AH Plus e Topseal). O cimento endodontico ideal
deveria ter, entre outras caracteristicas, uma boa capacidade seladora e biocompatibilidade.
Ambas caracteristicas importantes para o sucesso clinico do tratamento endoddntico. Hoje,
temos varios tipos de cimentos endoddnticos, os quais estdo divididos em: ndo contendo
eugenol, contendo eugenol e os que contém hidréxido de célcio. Dentro da categoria dos
cimentos que ndo contém eugenol, temos 0s cimentos a base de resina, como o AH26. A
Dentsply/DeTrey desenvolveu um novo cimento, o AH Plus. Também a Dentsply/Maillefer
introduziu o Topseal, que contém a mesma formulacio do AH Plus. Os testes foram
realizados in vitro com células L.929 (fibroblastos de camundongos). O AH26 mostrou-se
severamente citotoxico quando comparado ao AH Plus e Topseal, os quais, similarmente,
mostraram uma baixa toxicidade.

1.158

O objetivo de estudo de Tai et a em 2001, foi determinar a citocompatibilidade

de trés diferentes extratos de cimentos de canais radiculares e para comparar a
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citotoxicidade responsdvel destes materiais em 2 tipos diferentes de fibroblastos primarios
de humanos oral (derivados da gengiva e da mucosa bucal) e uma célula linha permanente
de Hamster (V79 células). A citotoxicidade foi avaliada usando um método ou meio MTT
ou seja, reducdo de brometo de tetrazélio. Os resultados mostraram que 0s cimentos
obturadores de canais radiculares, AH Plus, Canals e N2 foram citotéxicos para as culturas
primdrias de fibroblastos oral humano e para as células V79. Foi achado que N2 foi o mais
citotoxico dos cimentos entre aqueles que foram experimentados em todas as culturas. A
citotoxicidade decresceu ou diminuiu, em uma ordem de N2>AH Plus>Canals. A
sensibilidade da citotoxicidade depende dos materiais experimentados e do sistema de

cultura de células utilizados.

Schwarze et al."** em 2002, determinaram a citotoxicidade de diversos tipos de
cimentos de canal radicular in vitro sobre o periodo de 1 ano, usando um modelo novo de
teste. Raizes de dentes humanos foram extraidas e os canais preenchidos com o N2, Apexit,
Roekoseal, AH Plus, Ketac Endo, Endomethasone e cones de guta-percha. Além disso, as
raizes foram preenchidas com guta-percha/N2 lateralmente condensada. Canais
preenchidos s6 com um cone de guta-percha serviram de controle. Todos os espécimes
foram extraidos consecutivamente e conservados em dgua destilada por um periodo de 1
ano. Os extratos foram investigados para a citotoxicidade por fibroblastos 3T3 e
fibroblastos do ligamento periodontal humano. Os resultados foram analisados
estatisticamente com teste de Dunnett’s (p>0,05). Os efeitos citotoxicos pronunciados
foram causados somente por extratos de N2 em ambas as culturas de células (p>0,05).
Além disso, as alteracdes citotoxicas estatisticamente significantes foram induzidas pelos
espécimes de Endomethasone de 10 semanas (p>0,05). Todos os outros materiais

investigados ndo alteraram significativamente o metabolismo das células.

Ap6s do anterior trabalho, Schwarze et al.'"® também em 2002, avaliaram a
biocompatibilidade celular de cinco cimentos endodonticos nas primeiras 24 horas apds
misturd-los. Os espécimes do N2, Endomethasone, Apexit, AH Plus e do Ketac Endo foram
colocados com as células do meio de cultura 0, 1, 5 e 24. As amostras foram testadas para a

citotoxicidade com células 3T3 e fibroblastos do ligamento periodontal humano usando um
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ensaio de MTT. Os dados foram analisados por meio do testes de Dunnett’s (p>0,05). Os
extratos do N2 inibiram completamente o metabolismo da célula (p>0,05). Os efeitos
similares foram provocados pelas primeiras trés amostras de Endomethasone, mas o extrato
das 24 horas, significativamente, irritou mais células (p>0,05). Uma inibi¢do significativa
da atividade mitocondrial foi induzida pelo primeiro (3T3) ou primeira ou segunda amostra
(fibroblastos do ligamento periodontal) do AH Plus (p>0,05). As subseqiientes amostras
destes cimentos endodonticos e todos os extratos de Apexit ndo revelaram nenhum

potencial de citotoxicidade.
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Polimero de Mamona

Em 1984, o Prof. Dr. Gilberto Chierice do grupo de Quimica Analitica e
Tecnologia de Polimeros da Universidade de Sao Paulo, Campus Sao Carlos,
desenvolveu um novo poliol derivado de polimero de mamona fornecendo algumas

informagdes sobre o material.

“A mamona (Ricinus communis, da classe das Dicotiledéneas, Ordem
Genareaceaes e familia Euforbaceaes) constitui um vegetal tipico de clima tropical e, o
Brasil, devido as suas caracteristicas climdticas e por sua grande extensdo territorial,

apresenta-se como um dos grandes produtores mundiais desse produto.

A mamona possui um grande potencial O6leoquimico, podendo garantir o
fornecimento de polimeros e pré-polimeros a partir de dcidos graxos em larga escala. O
6leo de mamona, também conhecido como 6leo de ricino, € um produto de ordem vegetal
contendo, em sua composicao, de 81 a 96% de triglicerideo do cido ricinoléico, podendo
ser considerado um poliol natural por conter 3 radicais hidroxilas passiveis de serem

utilizados na sintese de poliuretanas.

Estruturalmente, o 6leo de mamona € um poliéster, possuindo 3 moléculas de
acido 12-hidroxi-oléico (ou ricinoléico), sendo que cada uma delas apresenta um grupo

hidroxila no carbono 12 (USP Sao Carlos, 1994).

Os polidis vegetais a base do 4cido ricinoléico sdo estdveis em funcdo da maior
estabilidade quimica das liga¢Ges uretanas, que apresentam maior resisténcia a reagao
hidrolitica. A quimica envolvida na sintese da poliuretana estd baseada nas reacdes com
um grupo isocianato. A reacdo de pré-polimerizacdo para a formacdo da poliuretana é
feita entre um diisocianato e um poliol, de maneira a deixar grupos isocianatos livres no
produto final. O pré-polimero € um liquido viscoso com menos reatividade do que o
diisocianato de partida. A reacdo de polimerizagdao final com o pré-polimero para a

formagdo da poliuretana pode ser feita com undiol, diamina ou ainda um poliol.
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Os polidis utilizados na sintese de poliuretanas sdo moléculas de alto peso
molecular, contendo dois ou mais radicais hidroxilas, apresentando-se, geralmente, na
forma de poliéster e poliéter. A poliuretana € derivada do poliol poliéster, obtido a partir

de 4cido graxo vegetal e difenilmetanodiiso-cianato.

A poliuretana derivada do 6leo de mamona apresenta uma férmula molecular que
tem mostrado certa compatibilidade com os tecidos vivos, apresentando: aspectos
favordveis de processamento; flexibilidade de formulagdo; versatilidade de temperatura
de curva e controle de pico exotérmico na transi¢cdo liquido-gel; excelentes propriedades
estruturais; auséncia de emissdo de vapores toxicos; bom poder de adesdo; ndo libera

radicais toxicos quando implantada e baixo custo”.

“Nos tultimos anos, a pesquisa com os biopolimeros (polimetilmetacrilato, poli-
tetrafluorotileno (Teflon), polietileno, poliéster e silicones (ganhou grande impluso, com
diversas aplicacdes nas dreas de implantes odontoldgicos, cardiovasculares e outras. Com
a crescente conscientizagdo de preservacdo e aproveitamento controlado de produtos
ecoldgicos, com conseqiiente diminugao da toxicidade dos produtos obtidos a partir dessa
biomassa, a sintese de resinas poliuretanas tem conquistado grande espaco de pesquisa. A
utilizacdo do polimero de polimetilmetacrilato apresenta alguns inconvenientes, como o
fato de desprender calor, causando necrose dos tecidos vizinhos, emitir gases toxicos e,

ainda, provocar fendmenos trombo-embélicos”. (Ignécio®’, 1995; Pascon'*, 1999).

Um modelo experimental, com a finalidade de verificar a neoformacio Ossea e
integracdo do cimento derivado da poliuretana de mamona no preenchimento de falha
6ssea produzida, foi desenvolvido por Igndcio® (1995). Foram utilizados coelhos
machos, com idades variando entre 8-10 semanas de vida, pesando aproximadamente 2
kg. Devido as caracteristicas anatomicas dos ossos do antebraco do animal foram
produzidas falhas dsteoperiostais de 2,0 cm bilateralmente nos radios (correspondendo
aproximadamente 30% do comprimento total do 0sso), que foram preenchidas com
cimento derivado do polimero de mamona. Os animais foram divididos em quatro grupos,

de acordo com os periodos experimentais de 2, 4, 8, e 16 semanas, fazendo-se o estudo
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radiolégico, macroscopico e histolégico em cada tempo de observacdo. Um grupo
controle composto por 6 animais, onde a falha osteoperiostal de 2,0 cm bilateralmente era
deixada sem preenchimento, também foi estudado. Andlise dos resultados demonstrou
que, apesar da membrana inter-6ssea potente e de um forte sistema ligamentar que unia os
dois ossos, todos os seguimentos do grupo controle tiveram perda do alinhamento do
membro (deslizamentos epifisarios e fraturas), ao contrdrio dos antebragos, onde a falha
Ossea produzida foi preenchida com o cimento derivado do polimero de mamona, que
suportaram bem as forcas mecanicas exercidas pela marcha normal. Radiograficamente,
nos animais em que foi implantado o cimento derivado do polimero de mamona houve,
na quase totalidade dos casos, unido solida das interfaces cimento/osso proximal e distal.
O osso neo-formado, a partir das extremidades Osseas proximal e distal, praticamente
uniu-se na regido central do enxerto nos periodos finais do estudo, visualizando-se, em
alguns casos, a formacdo de uma cortical 6ssea delgada e esboco de um canal medular.
Histologicamente, ndo foi verificada a presenca de células gigante de corpo estranho que
pudesse indicar qualquer grau de toxicidade do material. O processo de neo-formagao
Ossea foi gradual, progressivo e organizado a partir das interfaces cimento/osso proximal
e distal em direcdo a regido central do material, iniciando-se por um processo
inflamatério decorrente da agressdo produzida pelo ato cirdrgico, processo este que
diminuiu paulatinamente. A formacgdo fibroblastica foi substituida por lamelas 6sseas ao
longo do tempo, que praticamente uniram-se na regido central do cimento no grupo de
avaliacdo mais longa (16 semanas). Foi, também, observada a forma¢ao de uma cortical

fina e um neo-peridsteo cobrindo o tecido 6sseo neo-formado.

Em 1997, Roslindo et al.'"** estudaram experimentalmente germes dentdrios de
primeiros molares inferiores, de fetos de camundongos com 17 dias, cultivados in vitro,
durante 6 dias, juntamente com resina poliuretana vegetal. Os germes dentdrios foram
incubados em meio de cultura em estufa com atmosfera umidificada, com 5% de CO2 a
37°C. A resina poliuretana vegetal elaborada a partir do 6leo de mamona foi testada
1soladamente ou acrescida de 50% de carbonato de célcio. A resina poliuretana vegetal,

avaliada isoladamente ou acrescida de carbonato de cdlcio, mostrou-se compativel com o
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desenvolvimento dos germes dentdrios quando cultivados in vitro, sugerindo a nao

liberacdo de substancias toxicas para o meio de cultura.

Kharmandayan74 em 1997 estudou por meio de implantes em osso de coelho, a
interface entre o 0sso e o pino de poliuretana, durante o processo de reparacdo do tecido
nos tempos de observacdo de 1, 30, 60, 120, 180 e 360 dias de pds-operatorio, utilizando
microscopia de luz e eletronica de varredura. Os resultados revelaram que no primeiro dia
poOs-operatério, a parede 6ssea do canal de implante do pino estava revestida por smear
layer, conseqiiente a acdo da broca. Os grupos de 30, 60, 120 dias de pds-operatério,
mostraram a formagdo de tecido coldgeno denso envolvendo a superficie do pino.
Pequenas irregularidades de superficie dos implantes foram notadas nestes grupos,
revelando a adesdo do coldgeno a superficie da resina, o que provocou uma reparagdo na
interface osso/pino. As trabéculas dsseas adjacentes revelaram uma disposi¢do irregular
tanto em cortes histologicos, como nos aspectos tridimensionais em imagens obtidas por
meio da microscopia eletronica de varredura. A orientagdo das fibras coldgenas era
notada nitidamente envolvendo a superficie do pino. Nos grupos de 180 e 360 dias de
pOs-operatorio, houve uma formagdo de fibras coldgenas de disposicdo ordenada. Os
aspectos histolégicos revelaram a presenca de um tecido conjuntivo denso constituindo a
interface osso/pino. O implante de poliuretana foi acompanhado de uma neo-formacio
dssea bem evidente, na por¢do proxima a superficie que se estendeu até a profundidade
do canal. Além disso, os dados obtidos revelaram diferencas apenas de aspectos
estruturais decorrentes da reparacdo do tecido, nas fases examinadas, mais intensas no

grupo de 360 dias de pds-operatério e com pinos com carbonato de célcio.

Em 1998, Frascino*’ desenvolveu um modelo experimental com a finalidade de
avaliar a viabilidade da utilizacdo de implante de resina poliuretana vegetal na reparacao
de falhas Osseas na calota craniana de coelhos, analisando os fendmenos de
osteoconducdo, osteogénese, osteoinducdo, incorporagdo e osteopromoc¢do. Foram
produzidas falhas 6sseas com drea média de 1,5 cm” de espessura total, desperiostizadas
bilateralmente, que estavam afastadas cerca de 3 mm da linha médio craniana. Oito

animais formaram o grupo controle, onde as falhas foram deixadas sem preenchimento e
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18 tiveram as falhas dsseas preenchidas com implante de resina poliuretana, por tempos
de observacdo de 2, 6, 12, 18 e 24 semanas. As avaliacdes macroscopicas, radioldgicas e
histol6gicas ndo mostraram reparagdo dos defeitos por neo-formagdo 6ssea em nenhum
dos animais do grupo controle. As falhas 6sseas eram ocupadas por tecido cicatricial, com
formacdo de uma membrana fibrosa no local. Os animais que receberam a poliuretana
apresentaram, a partir de 6 semanas, neo-formacao 6ssea, reparando o defeito em suas
porcdes periféricas. A partir desse periodo, observou-se uma fragmentacdo irregular e
progressiva da resina implantada, acompanhada de deslocamento de seus fragmentos nos
casos mais tardios, permitindo a ocorréncia de osteogénese e osteocondugdo, com 0SSO
neo-formado, reparando satisfatoriamente as falhas produzidas. Este processo foi,
também, favorecido pela ocorréncia de osteopromog¢do, com implantes exercendo um
“efeito membrana” nos leitos de implantacdo. Em apenas um animal, com 24 semanas,
ndo foram observadas neo-formagdo Ossea e fragmentacio de resina. Nao foi observada
atividade fagocitdria com os implantes, ndo sendo incorporados até 24 semanas de
observacdo, embora se tenha considerado a possibiilidade da ocorréncia de degradagdo
metabdlica dos implantes, por mecanismo ainda desconhecido. Nao foram observados
fendmenos téxicos ou reacionais, secunddrios a presengca dos implantes. Nao foram

observadas propriedades osteoindutivas nos implantes.

O primeiro e dnico trabalho de pesquisa, com o polimero de manona, no campo
odontoldgico, encontrado na literatura, foi desenvolvido por Costa et al.’® (1997) que
testaram a biocompatibilidade da poliuretana de mamona colocada em tubos de
polietileno, que foram implantados no dorso de ratos por periodos de observacdo de 7, 15,
30, e 60 dias. O material foi comparado com o 6xido de zinco e eugenol (OZE). Aos 7 e
15 dias a poliuretana promoveu moderada reacdo inflamatéria com predominio de células
mononucleadas, novos vasos sangiiineos e degradacdo de coldgeno. Esses eventos
histopatoldgicos foram menos relevantes para o OZE. Com o decorrer dos periodos, foi
notada regressdo dos eventos inflamatdrios e reparacio junto a abertura dos tubos. Aos 30
e 60 dias, um tecido fibroso denso envolvia o tubo de polietileno, sendo que para ambos

materiais, o tecido conjuntivo adjacente apresentava caracteristicas histoldgicas de
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normalidade. O OZE foi menos irritante que a poliuretana quando implantado, porém os

materiais apresentaram biocompatibilidade aceitdvel.

Em 1998, Fuentefria et al.®® desenvolveram um modelo experimental com o
objetivo de avaliar, por meio de microscopia Optica, as reagdes teciduais frente ao
implante intra-6sseo do polimero de mamona em tibia de ratos. Trabalhou-se com ratos
Novergicus wistar, com aproximadamente um ano de idade e pesando 340g, em média.
Os animais foram divididos em trés grupos, denominados de A, B e C, sendo cada grupo
subdividido em dois subgrupos, teste e controle, de acordo com o tempo de observacao:
Al e A2-21 dias; B1 e B2-14 dias e C1 e C2-7dias. Todas as pecas operatorias foram
radiografadas e, entdo, processadas pela técnica histologica corrente, sendo os cortes
corados por hematoxilina e eosina. Os achados histolégicos demonstraram que o uso da
poliuretana vegetal, como material de implante, ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa em relagdo aos respectivos controles. A auséncia de abscessos e reagdo de
corpo estranho possibilitam considerar estes fatores como indicativos de
biocompatibilidade do material. O inicio de osteogénese foi mais precoce nas amostras
tratadas com poliuretana vegetal, com avaliacdo estatistica positiva, em relacdo as
respectivas amostras-controle, no subgrupo C2. Os resultados obtidos recomendam a
continuacio das pesquisas com esse material.

Pascon'®

[Poliol (P)] com os cimentos AH26 (A), Dentinol (D), Kerr Sealer (K) e Sealapex (S),

em 1999, comparou a biocompatibilidade do polimero de mamona

utilizando os testes iniciais de citotoxicidade, os secunddrios de implante em subcutaneo e
implante intra-6sseo em cobaias, recomendados pelos documentos da FDI e ADA/ANSI.
O método in vitro foi o de liberacdo de cromio radioativo em cultura de células L.929. Os
materiais foram testados por 4 e 24 hrs, recentemente preparados (frescos), 24 e 60 hrs
ap0s a presa. As células, sem contato com o material, serviram como controle da
liberacdo espontanea. A andlise estatistica dos resultados mostrou diferengas significantes
entre os materiais, os quais foram classificados, por ordem decrescente de toxicidade, em:
4 hrs, fresco: K, A, D, S, P; 24 e 60 hrs, presa: K, S, P, A, D; 24 hrs, fresco: A, D, S, K, P;
24 hrs, presa: K, D, S, P, A e 60 hrs, presa: K, S, P, A, D. Para o implante subcutaneo
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foram utilizadas 45 cobaias, as quais receberam quatro implantes dorsais com o mesmo
material. A parede externa do tubo serviu como controle. Para o implante intra-6sseo, 84
cobaias receberam 1 implante de cada lado da sinfese da mandibula. Corpos vazios e a
parede externa do corpo serviram como controle. Apds 30, 60 e 90 dias, os animais foram
sacrificados e os espécimes processados para exame histoldgico de rotina. Os resultados
mostraram que todos os materiais, com exce¢do do Poliol, apresentaram reagdo
inflamatdria que variava de moderada a severa em todos os tempos de observacio, nos
dois testes utilizados.Esses resultados permitiram concluir que, de acordo com os critérios
da FDI e ADA/ANSI, o Poliol foi considerado um material biocompativel, apresentando

condicdes bioldgicas para sua utilizacdo como material de obturacdo de canal.

Em 1999, Tavano et al.'®* avaliaram a densidade radiografica (niveis de cinza da
imagem radiografica), em 3 grupos de coelhos por periodo (15, 30, 90 e 120 dias),
realizando-se defeitos nas tibias dos mesmos, nos quais foi implantado polimero derivado
de mamona em uma tibia; e preservando a outra apenas com o defeito, em cada animal,
como controle. Os animais foram sacrificados em diferentes periodos e foram obtidas
imagens radiograficas digitais das pecas por meio da placa de imagem sensibilizada por
um aparelho de raios X convencional que foi lida pelo escaner a laser do sistema Digora
(Soredex - Finland) utilizando um compuatdor IBM-PC compativel. Avaliou-se por meio
deste programa de imagem (Digora for Windows 5.1) a densidade radiografica das areas
teste e controle em diferentes periodos e comparou-se com a radiopacidade subjetiva
obtida das radiografias convencionais, concluindo que a imagem digital oferece boas
condicdes de visualizagdo para realizacdo da interpretacdo radiografica. A andlise da
densidade radiogréfica digital demonstrou a evolu¢do e o retardo do processo de reparo,
tal como ocorre na avaliacdo subjetiva da imagem radiogrifica, mas permite ao
profissional a obtencdo de dados numéricos para analisar objetivamente a evolu¢ido do

reparo 9sseo.

Puricelli et al.'”*® em 1999, realizaram um estudo onde analisaram o
comportamento do polimero poliuretano da mamona implantado em leito subperidstico

em angulos mandibulares de ratos. Vinte Rattus novergicus (var. Albinus rodentia
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mammalia, cepa Wistar) foram divididos em quatro grupos de cinco animais. O polimero
poliuretano da mamona, com adicdo de carbonato de célcio, foi implantado no bordo
inferior da mandibula dos mesmos. Em cada grupo, um animal correspondeu ao controle,
tendo sido submetido a cirurgia sem a colocagdo do implante. Os animais foram
sacrificados apos 15, 30, 60 e 90 dias pds-operatdrios. Ao exame histologico, em cortes
corados com hematoxilina e eosina (HE), observou-se a estabilidade do implante, a
auséncia significativa de reag@o inflamatoria, a formacdo de cédpsula fibrosa circunjacente
ao implante e neoformacdo 6ssea. Segundo as condi¢des experimentais, concluiu-se que o
polimero poliuretano de mamona, implantado em leito subperidstico, ndo desencadeou
reacdo inflamatdria tardia significativa, tendo levado ao desenvolvimento de cédpsula
fibrosa circunscrita, com evolucio para neoformagdo dssea. Sinais de rejei¢do, exposi¢ao
ou expulsdo do implante ndo foram observados.

Teixeira et al.'®’

em 1999, estudaram a neoformacgdo 6ssea basal da mandibula de
40 ratos, apds preparo de defeito 6sseo com fresa cilindro-conica e preenchimento sseo
de 20 ratos do grupo experimental com poliuretano vegetal sem CaCO3. Os demais 20
ratos, representando o grupo controle, ndo receberam nenhum tratamento. Decorridos 15,
25, 40 e 60 dias apds a cirurgia, os animais foram sacrificados e suas mandibulas
removidas e coradas com hematoxilina e eosina para o estudo morfoldgico sob
microscopia 6ptica comum. Os resultados demonstram grande aceitacdo organica a

resina, ndo ocorrendo formacdo de cdpsula, tampouco migracdo local de células

inflamatoérias.

Garcia-Janior® em 2000, avaliaram o processo de reparo 6sseo em defeitos
cirdrgicos realizados na parede anterior do seio maxilar, apds osteotomia e colocacio de
implantes de polietileno poroso de alta densidade - Medpor, poliuretana de mamona
(Ricinus communis) e matriz 0ssea desmineralizada bovina. Foram empregados 8
macacos pregos (Cebus apella). As andlises foram feitas apds 145 dias de implantag¢do por
meio de avaliacOes histoldgicas e histométricas utilizando método de microscopia Optica
computadorizada - Imagelab 98. Os resultados mostraram que o reparo 6sseo se

estabeleceu em 77,24 por cento da superficie de contato com a matriz 6ssea bovina, 41,31
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por cento com o Medpor e 28,24 por cento do polimero de mamona. Houve prevaléncia
de neoformagdo conjuntiva (58,5 por cento) no grupo sem implantacdes. Como
conclusdes finais, pode-se afirmar, que o melhor comportamento histomorfolégico foi da
matriz 6ssea bovina, seguida do polietileno poroso de alta densidade - Medpor e da
poliuretana de mamona (Ricinus communis), a qual respondeu com intensa fibrose e

moderado infiltrado inflamatério cronico tardio.

Calixto et al.” em 2001, realizaram um trabalho onde os objetivos foram: 1) testar
a biocompatibilidade de uma resina natural, derivada do 6leo de mamona, implantada na
cavidade de extragdo dental de ratos, e 2) estudar a possivel interferéncia do material na
cronologia do reparo alveolar. O material (AUG-EX, Poliquil Araraquara Polimeros
Quimicos Ltda., Araraquara - SP) foi implantado no alvéolo imediatamente apds a
extracdo do incisivo superior direito e os ratos foram sacrificados de 1 a 6 semanas apds a
extracdo ou extracdo + implante. As hemimaxilas foram descalcificadas e processadas
para inclusdo em parafina e obtencédo de cortes semi-seriados, corados com hematoxilina-
eosina. Os flocos da resina, de forma irregular e tamanho varidvel, localizaram-se entre os
tercos alveolares médio e cervical, inicialmente circundados por tecido de granulagdo e a
seguir por quantidade progressivamente maior de tecido 0sseo, no geral, com a presenca
de um tecido conjuntivo interposto, mas em algumas dreas estabelecendo aparente
osseointegracdo direta. Nao houve persisténcia da reacdo inflamatéria, mas observou-se
pequena quantidade de células gigantes aderidas a superficie do material, em todos os
periodos. A andlise histométrica (contagem diferencial de ponto) do terco apical mostrou
um atraso de 13 por cento a 20 por cento no reparo alveolar dos ratos implantados, com
menor neoformacgdo dssea associada a maiores volumes percentuais de tecido conjuntivo

e de remanescentes do codgulo sangiiineo.

Cavalieri et al.”®> em 2001, realizaram um estudo comparativo das respostas
teciduais apds a implantacdo de polimeto de mamona, cimento ésseo e resina acrilica
termicamente ativada, em defeitos dsseos cirurgicos confeccionados nas tibias de coelhos,
mediante andlises microscépicas por meio da microscopia de luz. Foram utilizados nove

coelhos adultos com peso médio de aproximadamente quatro quilos que foram divididos
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em quatro grupos: Polimero de Mamona (PM), Cimento 6sseo (CO), Resina Acrilica
termicamente Ativada (RATA) e Controle. Inicialmente, realizou-se a confeccao de dois
defeitos 6sseos em cada tibia. No lado direito, um defeito foi preenchido com polimero de
mamona (grupo PM) e o outro com cimento ésseo (grupo CO). No lado esquerdo, um
defeito foi preenchido com resina acrilica termicamente ativada (grupo RATA) e o outro
foi preenchido apenas por codgulo sangiiineo (grupo Controle). Decorridos 30 dias, 60 e
90 dias, trés coelhos de cada grupo foram sacrificados. As pecgas contendo os defeitos
0sseos foram removidas em bloco, fixadas em formol a 10 por cento, processadas e
submetidas as andlises macroscopica e microscOpica através da microscopia de luz. O
polimero de mamona, a resina acrilica termicamente ativada e o cimento 0sseo foram bem

tolerados pelos tecidos hospedeiros.

Em 2002, Bonini et al.** estudaram a poliuretana derivada do 6leo da mamona
para substituir o tecido 6sseo, considerando-se que ela tem demonstrado ser um material
biocompativel e barato. O objetivo do presente trabalho foi estudar o tipo, intensidade e
duracdo da resposta inflamatéria induzida por esta poliuretana. A suspensdo do material
na forma calcificada foi testada em camundongos isogénicos C57/BL/6. Por meio de
microscopia de luz observou-se a migracdo de leucdcitos na cavidade peritoneal da
suspensdo, a qual revelou, inicialmente, o crescimento e predominio do nimero de
neutrofilos, e subseqiiente ao decréscimo destes, o predominio das mononucleadas. E,
embora no pulmao e no tecido subcutaneo, apds as inje¢des endovenosa e subcutanea, a
cinética de leucdcitos tenha sido semelhante a essa, no udltimo, observou-se a
diferenciacdo morfolégica de macréfagos e o desenvolvimento de granuloma do tipo
corpo estranho. Portanto, concluimos que a poliuretana derivada do 6leo da mamona

apresentou um comportamento favordvel a biocompatibilidade.
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Endo-Rez

Kardon et al.”' em 2003, compararam o selamento apical proporcionado pelos
cimentos Endo-Rez e AH Plus, ambos utilizados na técnica de cone tnico de guta-percha.
Foram utilizados 20 dentes por grupo, que permaneceram por sete dias apds a obturagdo em
temperatura ambiente e umidade 100%. Foi utilizada a metodologia de transporte de fluidos
para acessar a capacidade seladora. Os resultados demonstraram maiores niveis de
infiltracdo para o cimento Endo-Rez.

Zmener et al.'®

em 2004, avaliaram a biocompatibilidade de um selador de canais
radiculares a base de metacrilato (Endo-Rez). Foram implantados, no tecido cojuntivo
subcutineo do dorso de 24 ratos wistar brancas, tubos de silicone contendo o cimento
recentemente preparado, de acordo com as recomendagdes do fabricante, e barras de
silicone do mesmo tamanho dos tubos, utilizadas como controle. Apds os periodos
experimentais de 10, 30, 90 e 120 dias, os animais foram mortos e as amostras preparadas
com métodos de rotina histolégica para sua avaliacdo por meio do método de andlise da
elemental electron-microprobe (EMP). Os resultados mostraram, aos 10 dias, severa reacao
granulomatosa com numerosos linfocitos polimorfonucleados, linfécitos e plasmdcitos
ocasionais, assim como macrofagos e células gigantes de corpo estranho. Aos 30 dias, os
espécimes apresentavam, nas dreas de contato com o Endo-Rez, severa reagdo tissular
persistente, macrofagos e células gigantes com particulas de material estranho no seu
citoplasma. Aos 90 dias, a andlise com EMP revelou presenca de zinco e bdrio, a
severidade da reacdo inflamatéria tinha diminuido e foram qualificadas como moderadas,
as dreas em contato com o Endo-Rez mostraram uma cdpsula de tecido fibro-conectivo de
50-100um de espessura que apresentavam pequenas células inflamatérias cronicas,
principalmente macréfagos e presenca de fibroblastos. Aos 120 dias, a andlise com o EMP
também revelou presenca de zinco e bdrio, foi observado tecido conjuntivo normal em
contato direto com o Endo-Rez e a maioria dos espécimes mostrou uma cédpsula de tecido
conjuntivo fibroso de 100 a 200um de espessura livre de células inflamatérias. Também foi
observada uma cépsula fibrosa de espessura de 100 a 200pm ao redor dos espécimes

utilizados como controle. Houve diferenga estatisticamente significante entre a reagdo do
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Endo-Rez e os espécimes controle nos periodos de observacao de 10, 30 e 90 dias, mas ndo

houve diferenca significante entre eles no periodo de 120 dias.

Bouillaguet et al.® em 2004, avaliaram a citotoxicidade e capacidade seladora de 4
cimentos endodonticos utilizando o teste de atividade da desidrogenase succinica (SDH) ou
MTT assay, para avaliar a citotoxicidade, e o microscépio laser de varredura, para avaliar a
infiltracdo do LPS marcado com o corante Rodamina B. Os cimentos testados foram Roeko
Seal, Top Seal, Pulp Canal Sealer e Endo-Rez. Para o teste de citotoxicidade os cimentos
foram preparados de acordo com as recomendagdes dos fabricantes e colocados em corpos
de prova, que consistia de um molde de teflon de 10mm de didmetro e Imm de espessura.
Imediatamente apds a presa, os discos de cimento foram colocados em contato com as
células (fibroblastos de rato, 3T3), a atividade da SDH foi avaliada nos periodos de 24, 48
horas e 1 semana. Discos de teflon do mesmo tamanho dos discos de cimento foram
utilizados como controle. Para avaliar a infiltracdo, foram utilizados 20 dentes humanos
(caninos ou pré-molares), os quais foram instrumentados até o instrumento n° 30 com
conicidade de .06 e obturados com cones de acrilico e os cimentos testados (5 dentes para
cada cimento). Posteriormente, as raizes foram impermeabilizadas com esmalte de unha e
submergidas por 48 horas a 37°C em uma solugdo com LPS e Rodamina B,
cuidadosamente protegidas da luz. Decorrido o periodo de 48 horas, os espécimes foram
lavados com dgua destilada e colocados em uma resina para serem seccionados e avaliados
com o microscopio eletronico confocal laser. Os resultados do teste de citotoxicidade
demonstraram que todos os cimentos testados apresentaram uma grande inibicdo da
atividade da SDH no periodo de observacao de 24h apds a presa, exceto o Roeko Seal que
foi equivalente ao controle. Alem disso, a atividade da SDH aumentou com o tempo em
todos os cimentos testados, como também em todos os periodos de avaliagao de 24, 48h e 1
semana. Os resultados da capacidade seladora dos cimentos demonstraram que todos eles
permitiram infiltracdo do LPS e do corante Rodamina B, existindo uma grande
variabilidade entre eles, que ndo foi estatisticamente significante, no entanto, o cimento que
apresentou as melhores caracteristicas de biocompatibilidade e menor infiltracio de LPS e

Rodamina B foi o Roeko Seal.
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Roggendorf et al.'*®

em 2007, compararam a capacidade seladora apical e corondria
dos cimentos AH Plus, Endo-Rez, EZ-Fill e Rely-X-Unicem. Para isso, utilizaram 30
dentes por grupo, instrumentados com limas de conicidade 0,04 mm/mm até o ntimero45.
Os dentes foram impermeabilizados e submetidos a infiltragdo do corante azul de metileno
a 5%. Os resultados demosntraram que os cimentos AH Plus e EZ-Fill apresentaram os
menores indices, seguidos do Rely-X-Unicem, sendo o cimento Endo-Rez o que maior grau

de penetracdo apresentou.
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Epiphany

Shipper et al."*’ em 2004, examinaram a resisténcia 2 penetracio bacteriana em um
novo material resinoso (Resilon). Foram utilizados Streptococcus mutans e Enterococcus
faecalis comparando a guta-percha e Resilon usando duas técnicas de obturagcdo, durante
um periodo de trinta dias. Foram utilizados um total de 156 dentes humanos
unirradiculados cujas coroas foram removidas e os canais instrumentadss até a lima K n° 40
ou 50 no comprimento de 16mm. As raizes foram divididas aleatoriamente em oito grupos
de 15 raizes cada e trés grupos controle de 12 cada. As raizes foram obturadas utilizando a
técnica de condensacdo vertical e lateral com guta-percha e cimento AH 26 (Grupos um e
dois), guta-percha e cimento Epiphany (Grupos 5 e 6). No modelo de infiltragdo, utilizou S.
mutans nos grupos de um a seis e E. faecalis nos grupos sete e oito. Controles positivos
foram obturados com Resilon e guta-percha sem cimento, enquanto os controles negativos
foram selados com cera para testar o selamento entre as camaras. Todas as raizes do grupo
controle positivo infiltraram dentro de 24 horas, ndo havendo infiltracdo em nenhuma do
controle negativo. O Resilon mostrou infiltracio minima, que foi significativamente menos
que a da guta-percha. Todos os grupos do Resilon e cimento Epiphany mostraram uma
infiltracdo significativamente menor que os grupos onde o AH-26 foi utlizado como

cimento.

Shipper et al."*® em 2005, avaliaram e compararam a eficécia in vivo da guta-percha
e cimento AH 26 e do Resilon com o cimento e primer Epiphany na prevencdo da
periodontite apical subseqiiente a inoculagdo corondria com microrganismos orais. Foram
utilizadas 56 raizes de pré-molares de sete cies adultos Beagle, que foram instrumentadas,
obturadas e seladas temporariamente. Estas raizes foram aleatoriamente divididas em
quatro grupos experimentais € um grupo controle negativo da seguinte forma: Grupo I —
condensacao lateral da guta-percha com o cimento AH 26; Grupo II — condensagao vertical
da guta-percha com o cimento AH 26; Grupo III — condensagdo lateral do Sistema
“Monobloco” Resilon (SMR); Grupo IV — condensacdo vertical do SMR; Controle
negativo — guta-percha e AH 26 ou SMR utilizando a técnica de condensacdo lateral ou
vertical como nos grupos I a IV. No grupo do controle positivo foram utilizadas 57 raizes

adicionais de pré-molares instrumentadas, infectadas e ndo obturadas. Os pré-molares dos
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grupos I a IV foram selados com iondmero de vidro sendo, apds sete dias, novamente
abertos, inoculados com placa dental removida dos dentes dos cdes e selados
provisoriamente. Essa inoculacdo de microrganismos foi repetida mais duas vezes com
intervalos mensais. Os dentes do grupo controle ndo foram abertos apés selamento. Apds
14 semanas de inoculacdo, os cdes foram mortos e os blocos das maxilas e mandibulas
preparados para avaliacdo histolégica sob um microscépio 6ptico. Inflamacgdo leve foi
observada em 82% das raizes obturadas com guta-percha e AH 26, que foi estatisticamente
maior que raizes obturadas com o0 SMR (19%) e raizes do controle negativo (22%). O SMR
foi o que apresentou a menor periodontite apical, atribuida a sua resisténcia superior a

microinfiltracdo corondria.

O selamento apical do Resilon/Epiphany foi comparado com o da guta-percha/AH
Plus num estudo in vitro, realizado por Tay et al.'® em 2005. Foram utilizados 24 dentes
humanos unirradiculados extraidos, instrumentados com as limas rotatérias de niquel-
titanio do sistema Profile. Apds a instrumentacgdo, os canais foram aleatoriamente divididos
em dois grupos de 10 dentes cada, sendo o 1° grupo, obturado pela técnica da compactagio
vertical aquecida do Resilon com o cimento Epiphany e o 2° grupo, obturado com a mesma
técnica, porém com cone de guta-percha e o cimento AH Plus. Dois espécimes de Resilon e
dois de guta-percha foram escolhidos para exame ao microscopio eletronico de varredura,
sendo seccionados longitudinalmente para expor a interface dentina radicular/obturagdo.
Nos 10 dentes remanescentes de cada grupo a infiltragdo apical foi avaliada, utilizando a
técnica de penetracdo de prata, por meio do microscopio eletronico de transmissao. Pode-se
observar, no microscépio eletronico de varredura, excelente adaptacio do Resilon ao
Epiphany. Havia entretanto, a presenga de regides livres e de espagos vazios ao longo da
interface dentina/cemento no mesmo dente, e da formacdo de tags de resina nas regides
livres de espagos vazios e tags espacados ou ausentes nas regides com 0s espagos vazios.
Igualmente, regides com espacos vazios e livres de espacoes foram encontradas nos
espécimes do grupo da guta-percha (controle), sendo a separagdo da guta-percha com o AH
Plus frequentemente observada. Ao microscépio eletronico de transmissao, foi observada
infiltracdo em nove dos 10 canais obturados com o Resilon e em todos os 10 canais

obturados com guta-percha. As infiltracbes em ambos os grupos estavam confinadas aos



77

4mm apicais, onde a presenca de depdsitos de prata, no grupo Resilon/Epiphany, estava
presente na interface camada hibrida/cimento, e no grupo controle, entre o cimento e a
guta-percha. Os autores concluiram que ndo pode ser obtido um selamento apical hermético

completo com ambos materiais.



Proposigao
Tendo em vista os argumentos utilizados na introducao, os resultados controversos
observados na literatura e o papel chave dos macréfagos na biocompatibilidade e

citotoxicidade de materiais obturadores de canais radiculares, esta pesquisa propde-se a:

e Verificar a presenca de citotoxicidade de cada cimento endodontico inicialmente
em culturas de macrofagos utilizando o teste MTT (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio).

e Avaliar a resposta imune dos macréfagos frente a diferentes cimentos

endodonticos.

e Avaliar a inducdo dos mediadores celulares NO, TNF-a e IFN-y utilizando

concentr¢des nado toxicas.



Material e método
Cimentos Endodonticos

Foram utilizados os seguintes cimentos endoddnticos: EndoRez Dual (Ultradent),
Sealapex (Sybron Kerr Co.), AH Plus (Dentsply-USA), Epiphany (Pentron Co. Kerr) e

Polimero de Mamona.

Preparo dos cimentos

EndoRez™": Por ser um cimento de tipo pasta/pasta (base e catalisador), foram
colocadas partes iguais (6 cm) de pasta base e de pasta catalisadora sobre uma placa de
vidro e com auxilio de uma espatula metédlica No. 24 se incorporaram (ou foram

incorporadas) uma a outra até obtencdo de uma mistura homogénea.

Sealapex " : Por ser um cimento do tipo pasta/pasta, foram colocadas partes iguais
(6 cm) de pasta base e pasta catalisadora sobre uma placa de vidro e com auxilio de uma

espatula foram incorporadas uma a outra até obtencao de uma mistura homogénea.

AH Plus™: Por ser um cimento do tipo pasta/pasta (base e catalisador), foram
colocadas partes iguais (6 cm) de pasta base e de pasta catalisadora sobre uma placa de
vidro e com auxilio de uma espétula metélica No. 24 foram incorporadas uma a outra até

obtencdo de uma mistura homogénea.

Epiphany****: E um cimento 2 base de resina (Metacrilato). Por ser cimento do
tipo pasta/pasta (base e catalisador), foram colocados 6 cm de pasta base e de pasta
catalisadora sobre uma placa de vidro e com auxilio de uma espatula metdlica No. 24
foram incorporados um ao outro até obten¢do de uma mistura homogénea.

Polimero de Mamona  : E um cimento do tipo pasta/liquido (base e
catalisador). Foram colocados 1 ml de poliol misturados com 2,75 g de Oxido de Zinco e
1 ml de pré-polimero sobre uma placa de vidro, e com auxilio de uma espdtula metalica

No. 24, se incorporaram um ao outro até obter-se uma mistura homogénea.

* EndoRez- Ultradent Products, Inc.,South Jordan, UTA, USA.

** Sealapex, Dentsply, USA

***AH Plus, Sybron Kerr, USA

*#**Epiphany, Peltron, USA

**k***%Polimero de Mamona- Poliquil Araraquara Polimeros Quimicos Ltda. Araraquara, SP,



Composigdo dos cimentos

SEALAPEX
Catalisador
Sulfato de Bario
Resina Polimetilenometilsalicilato
Didéxido de titanio
Silica, Pigmentos
Salicilato de Isobutila
Base
Oxido de Célcio
Oxido de Zinco

Composto a base de Sulfonamida e Silica

AH Plus

Pasta A
Diglicidil éter de:
Bisfenol-A
Bisfenol-F
Tungstato de célcio
Oxido de Zirconio
Aerosil
Pigmentos

Pasta B
N.,N - dibenzyl-5-oxanonan- diamine-1,9 (OPC-91)
I-adamantanamine
TCD-diamine
Tungstato de célcio
Oxido de zirconio
Aerosil

Oleo silicone
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ENDO-REZ

(Ultradent Products, INC.)

UDMA (Urethane dimetacrylate).....30%
Chlorhexidine.........c...c........ 1%

Epiphany
Cimento
UDMA
PEGDM
EBPADMA
BISGMA
Silano com particulas de barioborosilicatos
Sulfato de bério
Silica
Hidréxido de célcio
Oxicloreto de bismuto com aminas
Peréxido
Foto iniciador
Estabilizadores
Pigmentos
Primer
Camphorquinone
Agua
AMPS
HEMA
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Obtencdo das solucoes dos cimentos

Os cimentos foram inicialmente pesados em uma balanca de precisio (Metler
AJ150, da Metler-Toledo AG, USA) e diluidos em Polietilenoglicol 400 a uma
concentracdo de 18mg/ml. Com o auxilio de um sonicador (Sonic & Materials, Vibra
Cell*), o cimento foi solubilizado, e a seguir, a solu¢do foi autoclavada por 20 minutos a

121° C.

A partir dessa concentragdo de 18mg/ml, foram realizadas diversas diluicdes em

RPMI 1640 (Sigma) até se conseguir a concentra¢io exata para cada cimento.

* Sonic & Materials Inc. Danbury, CT. USA
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Animais
Neste trabalho de pesquisa foram utilizados 24 camundongos, sendo 4 animais para

cada grupo experimental (5 cimentos diferentes), mais um grupo controle.

Foram utilizados camundongos nio isogénicos tipo Swiss machos de 6 semanas de
idade, pesando entre 18 e 25g, fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — UNESP — Campus de Araraquara. Os animais foram mantidos em gaiolas
de policarbonato, com dgua e racdo (Purina) ad libitum em local climatizado, (23 £ 2°C, 56

+ 2% de umidade relativa do ar), com controle de claro e escuro a cada periodo de 12 horas.

A morte dos animais foi realizada por aprofundamento de anestesia com Hidrato
de Cloral a 10%, utilizando uma sobredose de 0,7 ml/100g de peso do animal. Todos
esses procedimentos estdo fundamentados nas orientagdes do “Manual sobre cuidado y

uso de los animales de experimentacién” (Olfert et al.'"”, 1998).
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Obtencdo de células do exsudato peritoneal

Os animais foram estimulados previamente por meio da inoculagdo, por via
intraperitoneal, de 3.0 ml de solucdo de tioglicolato de sédio a 3% (Difco). Apds 3 dias, os
animais foram mortos por aprofundamento de anestesia e transferidos para a camara de
fluxo laminar Classe 100 (Veco) A seguir, foi retirada a pele da regido abdominal e foram
adicionados 5.0ml de solu¢do tamponada de fosfatos (PBS) estéril, Ph 7.2. A seguir foi
feita suave massagem manual na regido abdominal e o liquido peritoneal resultante foi
coletado com seringa e agulha e transferido para tubo estéril (Corning, Inc) para lavagem
das células, com tampao PBS, pH 7.2. A lavagem das células foi realizada centrifugando-se
3 vezes a 200xg durante cinco minutos em centrifuga (Fanem). As células sedimentadas
foram resuspensas em meio de cultura RPMI -1640 (Sigma) suplementado com 5% de soro
fetal bovino (Cutilab), 100 ml/ml de estreptomicina, 100 ml/ml de penicilina e 2 mM de L—
glutamina e assim designado como meio completo (RPMI-1640-C). O niimero de células
foi determinado pela contagem em camara hemocitométrica de Neubauer (Boeco,

Germany), sendo ajustado 2 5.10° células em meio RPMI-1640-C.
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Obtencdo dos sobrenadantes das culturas de células peritoneais

As células peritoneais foram ajustadas A concentragio de 5 x 10° células/ml em meio
RPMI-1640-C e foram distribuidas em placas de cultura de tecidos de 24 cavidades
(Corning, Inc.). A cada cavidade da placa foi adicionado 1,0 ml da suspensdo celular e as
placas foram incubadas a 37°C por 60 min em estufa contendo tensdo constante de 5% de
CO, (Forma Scientific). Apds esta incubacdo, as células ndo aderentes foram retiradas por
lavagens com o meio de cultura RPMI-1640-C. Aos macréfagos que ficaram aderidos a
placa foi adicionado volume igual ao inicial de RPMI-1640-C e 100 pl das solucdes de
cada cimento endoddntico, ou 100 pl de uma solu¢do de LPS (lopopolissacarideo de
Escherichia coli) como controle positivo ou, ainda, somente meio RPMI-1640 como
controle negativo. As placas foram novamente incubadas a 37°C em estufa com tensdo
constante de 5% de CO, (Forma Scientific) por mais 24 h. Apds esta incubacgdo, as placas
foram centrifugadas em centrifuga refrigerada (Hettich, Inc.) a 4°C durante 20 min a 4000
rpm. Em seguida, os sobrenadantes das culturas foram coletados, dosado o NO, uma

aliquota foi estocada em freezer a -80'C até o momento da determinacio de TNF-a.
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Obtencdo de células esplénicas

Os animais foram mortos por aprofundamento de anestesia e transferidos para a
camara de fluxo laminar Classe 100 (Veco) onde se procedeu a retirada da pele da regido
abdominal e, em seguida, a abertura do peritonio com a extragcdo do Baco. O Baco foi
pingado por auxilio de instrumentacdo cirurgica em placa de Petri estéril contendo 3,0 ml
de meio de RPMI-1640-C(Sigma). O contetdo da placa foi transferido, com seringa, para
tubo conico estéril (Corning, Inc) para lavagem das células com tampao PBS pH 7,2. A
lavagem das células foi feita centrifugando-se trés vezes a 200xg por cinco minutos
(Fanem). As células sedimentadas foram ressuspensas em meio de cultura RPMI-1640-C e
o numero de células foi determinado pela contagem em camara hemocitométrica de
Neubauer, sendo ajustado 2 concentrago de 5 x 10° em meio RPMI-C para a determinacio

de TFN-y.
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Obtencdo do sobrenadante das células esplénicas

A suspensdo celular contendo as células esplénicas ajustadas a 5 x 10° células/ml,
foram distribuidas em placas de cultura de tecidos de 24 cavidades (Corning, Inc), 1,0 ml
por cavidade e 100 pl das solugdes de cimentos endodonticos, ou 100ul de uma solugdo de
Concanavalina A (ConA) na concentragdo de 0,5 pg/ml (usada como controle positivo) ou
ainda somente meio de cultura RPMI-1640 como controle negativo. As placas foram
incubadas a 37°C em estufa contendo tensdo constante de 5% de CO, (Forma Scientific)
por 24 h. Apds esta incubagdo, as placas foram centrifugadas em centrifuga refrigerada
(Hettich, Inc.) a 4°C durante 20 min a 4000 rpm. Em seguida, os sobrenadantes das culturas

foram coletados, aliquotados e estocados a —80°C para posterior dosagem de IFN-y.
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Determinacdo da citotoxicidade pelo MTT

Para o ensaio de viabilidade celular foi utilizado o método baseado na capacidade
que tém as células vidveis de clivar o anel tetrazdlico presente no MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetraz6lio) pela acdo de enzimas desidrogenases

presentes na mitocondria ativa, formando cristais de formazana.

O MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) é um sal
que é usado para desenvolver um ensaio quantitativo colorimétrico da proliferacdo e
viabilidade das células de mamiferos. Este método pode ainda ser usado para medir a
citotoxicidade, proliferagdo ou ativacao das células. Os resultados sdo lidos em placas de

cultivo num leitor de ELISA e demonstra um elevado grau de precisao.

A uma placa de microtitulacdo de 96 cavidades de fundo plano (Corning, Inc.)
foram distribuidos 100ul por cavidade das suspensdes do exsudato peritoneal obtidas dos

animais, ajustadas a concentracdo de 5x10° células/ml em meio de cultura RPMI-1640-C.

Ap6s, foram distribuidos 100ul por cavidade de placas de microtitulacdo de 96
cavidades de fundo plano (Corning Inc.) em presenga de 100ul dos diferentes cimentos
nas diferentes concentracdes de 18, 9, 4,5, 2,25, 1,125, 0,5625 mg/ml e de LPS a 10pg/ml
ou somente meio de cultura RPMI-1640-C, em triplicata. As placas foram incubadas por
24 horas a 37°C em estufa contendo tensdo constante de 5% de CO, (Forma Scientific).
Ap6s esta incubacdo os sobrenadantes foram coletados para a dosagem de NO e as células
aderentes tratadas com 100ul de uma solu¢do de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil-tetraz6lio (MTT) (Across Organics) a 0,5mg/ml em RPMI-1640. A placa foi
incubada por mais trés horas nas mesmas condicdes anteriores. Apds esta incubagdo os
sobrenadantes foram descartados e as células aderentes tratadas com 100 pl de
isopropanol (Mallinckrodt) para solubilizar os cristais de formazana formados. A leitura
da densidade dtica foi determinada em espectrofotometro UV/visivel (Multiskan Ascent

Labsystems) a 540 nm com filtro de referéncia de 620 nm.
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Meétodo colorimétrico de MTT (Viabilidade de linfocitos extraidos de baco)

Foi utilizado o método descrito por Mosmann''!, em 1983. Depois de incubar os
linfécitos com os diferentes cimentos nas concentracdes de 18, 9, 4,5, 2,25, 1,125, 0,5625
mg/ml, ConA a 0,5pug/ml ou somente meio de cultura RPMI-1640 por 24 horas em estufa
por 24hs em estufa a 37°C contendo 5% de CO,, foram adicionados 20 pl de uma solu¢do
de MTT (5Smg/ml de RPMI 1640)/well e as placas foram incubadas por 3 horas em estufa a
37°C, 5% de CO,. A seguir, as placas foram centrifugadas a 2500 rpm durante 10 minutos
a 10°C para, posteriormente, retirar-se o sobrenadante por aspira¢do com auxilio de uma
micropipeta. Depois de aspirado o sobrenadante, foram adicionados 100 ul de dlcool
isopropilico em cada well e foi realizada a leitura em leitor de ELISA utilizando

comprimento de onda de 540 nm.
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Determinagdo da producio de Oxido Nitrico

O NO foi quantificado espectrofotometricamente pelo aciumulo de nitrito no
sobrenadante da cultura de células através da reacdo de diazotacdo 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 4cido ortofosférico (Mallinckrodt Chemical) e dgua

deionizada q.s.p 100 ml.

Aliquotas de 50 uL dos sobrenadantes das culturas de células do exsudato peritoneal
foram transferidas para outra placa de cultura de células ndo estéril contendo 96 cavidades
de fundo plano (Corning, Inc.) e acrescidas de igual volume de reagente de Griess. Apds 10
min de incubacdo em temperatura ambiente ao abrigo da luz, a absorbancia foi determinada
em UV/visivel com filtro de 540nm em espectrofotometro (Microplate Reader, Multiskan
Ascent, Labsystems). As concentracdes de NO liberadas nos sobrenadantes das culturas
celulares foram calculadas a partir de uma curva padrdo, previamente estabelecida, com
concentracdes molares conhecidas de nitrito de sédio e os valores expressos em wmols de

nitrito/5x10° células (Green et al., 1982).



93

Determinacgdo da liberacdo de citocinas

A citocina TNF-a foi quantificada nos sobrenadantes das culturas de macréfagos
peritoneais, enquanto que o IFN foi quantificado nos sobrenadantes das culturas de células
esplénicas através do teste imunoenzimdtico ELISA de captura para cada citocina. Para isso

serd utilizado o kit BD Pharmingen de acordo com as instru¢des do fabricante.

As placas de 96 orificios (Corning Inc.) foram adsorvidas com anticorpo de captura,
monoclonal, obtidos de rato, anti-citocina de camundongo, na concentragdo adequada para
cada citocina em solugdo salina tamponada de fosfatos, pH 7,2 (PBS) (100 pl por cavidade)
e incubadas “overnight” a temperatura ambiente. No dia seguinte, as placas foram lavadas 3
vezes com solugdo salina tamponada com fosfatos, pH 7,2, contendo 0,05% de Tween-20
(PBS-T) e bloqueadas com 300 pl/cavidade de BSA a 1% em PBS (PBS/BSA, com 5% de
sacarose € 0,5% de azida s6dica) a temperatura ambiente por 60 min. Apds a incubagdo, as
placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T. Apés a tltima lavagem foram adicionados a cada
cavidade 100 pul do padriao de citocinas ou dos sobrenadantes das culturas de células a
serem testados. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 120 min, e lavadas 3
vezes com PBS/T. Em seguida, foram adicionados 100 pl/cavidade de anticorpo
monoclonal de cabra (anticorpo anti-citocina de camundongo) marcado com biotina,
diluido a concentracdo adequada de cada citocina em diluente de reagente (1%BSA, 0,05%
de Tween 20 em PBS, pH 7,2-7,4). As placas foram incubadas a temperatura ambiente por
120 min e lavadas 3 vezes com PBS-T, sendo entdo adicionados 100 pl/cavidade do
conjugado peroxidase-estreptavidina diluido 1/200 em diluente de reagente e incubadas
novamente a temperatura ambiente por 20 min. Apds este periodo de incubagio, as placas
foram lavadas 3 vezes com PBS-T e em seguida adicionadas de 100 uL do substrato
[10mM de tampao citrato-fosfato, contendo 0,4 mM de tetrametilbenzidina (SIGMA) e 1,2
mM de H,O, (Mallinckrodt Chemical)] a cada cavidade. A reag¢do foi interrompida
adicionando-se 50 pul de H,SO4 2N a cada cavidade. A absorbancia foi lida a 450nm em
espectrofotdmetro UV/Visivel para microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems), e as
concentracdes de cada citocina foram quantificadas utilizando-se uma curva padrio
previamente estabelecida com quantidades conhecidas dos padrdes das citocinas. Os

resultados foram expressos em pg/ml.



ANALISE ESTATISTICA

Forma de Andlise dos Resultados

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por intermédio do programa
estatistico GraphPad Instat aplicando-se andlise de varidncia com determinagdo do nivel de
significancia para p<0,05, através de comparag¢des multiplas (teste de Tukey). Todos os
experimentos foram realizados usando cinco animais por cimento testado e cada
determinacdo serd executada em triplicata. Os graficos foram confeccionados com o auxilio

do programa Microcal Origin 7.0.
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FIGURA 1 - Viabilidade das células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss machos em presencga de
diferentes concentragdes de Sealapex. As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em presencga de
Sealapex nas concentra¢des de 281pug/ml, 140pg/ml, 70pg/ml, 35pg/ml e 17,51g/ml, ou somente meio RPMI-
C contendo 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19% e 0,10% de PEG, respectivamente, como controle. Os resultados
foram expressos em percentual, como média + desvio padrdo.

Tabela 1 — Médias, desvio padrio e erro médio dos valores de viabilidade celular (%) em presenga de
diferentes concentra¢des de Sealapex

Viabilidade Celular (%) — Sealapex

Testes Pontos Média Desvio Padrdo Erro Médio
281 ug/ml Sealapex 4 99,325 1,350 0,675
1,56% PEG 4 98,700 1,013 0,507
140 pg/ml Sealapex 4 99,912 0,175 0,088
0,78% PEG 4 98,800 1,175 0,587
70 pg/ml Sealapex 4 95,302 9,395 4,698
0,39% PEG 4 99,575 0,506 0,253
35 ug/ml Sealapex 4 85,510 18,177 9,088
0,19% PEG 4 97,250 2,217 1,108
17,5 pg/ml Sealapex 4 84,165 18,284 9,142
0,10% PEG 4 95,650 3,026 1,513
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FIGURA 2 - Produgédo de 6xido nitrico por células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss machos em
presenca de diferentes concentragdes de Sealapex. As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em
presenca de Sealapex nas concentracdes de 281 pg/ml, 140 pg/ml, 70 pg/ml, 35 pg/ml e 17,5 pg/ml, ou
somente meio RPMI contendo 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19% e 0,10% de PEG, respectivamente, como
controle. As concentracdes de nitrito foram determinadas através de uma reta padrio previamente
estabelecida com concentragdes molares conhecidas de nitrito de sédio (NaNO2) e os resultados expressos em
umols de nitrito/Sx10° células, como média + desvio padrio.

Tabela 2 — Médias, desvio padrdo e erro médio dos valores de liberagdo de 6xido nitrico (em pmols de
nitrito/5x10° células) em presenca de diferentes concentragdes de Sealapex

Producao de NO — Sealapex
Testes Pontos Média Desvio Padrio Erro Médio
281 pg/ml de Sealapex 6 0,664 0,251 0,102
1,56% PEG 6 2,485 0,617 0,252
140 pg/ml de Sealapex 6 1,896 0,640 0,261
0,78% PEG 6 1,540 0,268 0,101
70 pg/ml de Sealapex 6 2,628 0,967 0,395
0,39% PEG 6 1,177 0,297 0,112
35 pg/ml de Sealapex 6 25,799 6,691 2,732
0,19% PEG 6 1,200 0,913 0,345
17,5 pg/ml de Sealapex 6 3,723 1,174 0,479
0,10% PEG 6 0,471 0,112 0,043
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FIGURA 3 - Viabilidade das células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss machos em presenca de
diferentes concentragdes do Polimero de Mamona. As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em
presenca de Polimero de Mamona nas concentragdes de 281pg/ml, 140pg/ml, 70pug/ml, 35ug/ml, 17,5ug/ml e
8,75 ug/ml, ou somente meio RPMI-C contendo 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19%, 0,10% e 0,05% de PEG,
respectivamente, como controle. Os resultados foram expressos em percentual, como média + desvio padrao.

Tabela 3 - Médias, desvio padrao e erro médio dos valores de viabilidade celular (%) em presenca de
diferentes concentra¢des do Polimero de Mamona

Viabilidade Celular (%) — Polimero de Mamona

Testes Pontos Média Desvio Padrdo Erro Médio
281 pg/ml Mamona 8 5,017 2,567 0,9084
1,56% PEG 8 92,150 2,096 0,741
140 pg/ml Mamona 8 4,512 2,121 0,750
0,78% PEG 8 92,862 2,431 0,860
70 pg/ml Mamona 8 4, 681 2,232 0,789
0,39% PEG 8 94,412 1,908 0,675
35 ug/ml Mamona 8 5,835 2,289 0,810
0,19% PEG 8 95,025 1,600 0,566
17,5 ug/ml Mamona 8 13,624 3,274 1,158
0,10% PEG 8 96,312 1,888 0,668
8,75 ug/ml Mamona 8 83,642 13,615 4,814
0,05% PEG 8 96,725 2,268 0,802
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FIGURA 4 - Produgdo de 6xido nitrico por células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss machos em
presenca de diferentes concentracdes do Polimero de Mamona. As células do exsudato peritoneal foram
cultivadas em presenga de Polimero de Mamona nas concentragdes de 281 pg/ml, 140 pg/ml, 70 pg/ml, 35
pg/ml, 17,5 pg/ml e 8,75 pg/ml, ou somente meio RPMI contendo 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19% , 0,10% e
0,05% de PEG, respectivamente, como controle. As concentragdes de nitrito foram determinadas através de
uma reta padrio previamente estabelecida com concentracdes molares conhecidas de nitrito de sédio
(NaNO2) e os resultados expressos em pmols de nitrito/5x10° células, como média + desvio padrio.

Tabela 4 — Médias, desvio padrdo e erro médio dos valores de liberagdo de 6xido nitrico (em pmols de
nitrito/5x10° células) em presenga de diferentes concentragdes do Polimero de Mamona

Produc¢do de NO — Polimero de Mamona

Testes Pontos Média Desvio Padrio Erro Médio
281 pug/ml de Mamona 7 3,928 0,694 0,283
1,56% PEG 7 2,485 0,617 0,252
140 pg/ml de Mamona 7 2,665 0,524 0,298
0,78% PEG 7 1,540 0,268 0,101
70 pg/ml de Mamona 7 2,167 0,702 0,265
0,39% PEG 7 1,117 0,297 0,112
35 pg/ml de Mamona 7 3,457 2,11 0,798
0,19% PEG 7 1,200 0,913 0,345
17,5 pg/ml de Mamona 7 4,350 3,033 1,146
0,10% PEG 7 0,471 0,112 0,042
8,75 pg/ml de Mamona 5 15,002 3,796 1,697
0,05% PEG 5 0,458 0,105 0,047
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FIGURA 5 - Viabilidade das células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss machos em presenca de
diferentes concentragcdes de Epiphany. As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em presencga de
Epiphany nas concentragdes de 281pg/ml, 140pg/ml, 70pg/ml, 35ug/ml e 17,5ug/ml, ou somente meio
RPMI-C contendo 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19% e 0,10% de PEG, respectivamente, como controle. Os
resultados foram expressos em percentual, como média + desvio padrdo.

Tabela 5 - Médias, desvio padrao e erro médio dos valores de viabilidade celular (%) em presenca de
diferentes concentracdes de Epiphany

Viabilidade Celular (%) — Epiphany

Testes Pontos Média Desvio Padrao Erro Médio
281 ug/ml Epiphany 3 41,787 4,589 2,649
1,56% PEG 3 94,667 1,528 0,882
140 pg/ml Epiphany 3 75,837 5,206 3,006
0,78% PEG 3 96,000 2,000 1,155
70 ug/ml Epiphany 3 85,983 3,626 2,094
0,39% PEG 3 95,333 2,082 1,202
35 ug/ml Epiphany 3 89,830 5,257 3,035
0,19% PEG 3 96,333 1,528 0,882
17,5 pg/ml Epiphany 3 95,997 6,934 4,003
0,10% PEG 3 98,667 1,528 0,882
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FIGURA 6 - Produgdo de 6xido nitrico por células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss machos em
presenca de diferentes concentracdes de Epiphany. As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em
presenca de Epiphany nas concentracdes de 281 pg/ml, 140 pg/ml, 70 pg/ml, 35 pg/ml , 17,5 pg/ml e 8,75
pg/ml, ou somente meio RPMI contendo 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19% , 0,10% e 0,05% de PEG,
respectivamente, como controle. As concentragdes de nitrito foram determinadas através de uma reta padrdo
previamente estabelecida com concentragdes molares conhecidas de nitrito de s6dio (NaNO,) e os resultados
expressos em pmols de nitrito/5x10° células, como média + desvio padrio.

Tabela 6 — Médias, desvio padrio e erro médio dos valores de liberagdo de 6xido nitrico (em pmols de
nitrito/5x10° células) em presenca de diferentes concentragdes de Epiphany

Producio de NO — Epiphany

Testes Pontos Média Desvio Padrdo Erro Médio
281 pg/ml de Epiphany 5 3,865 0,554 0,248
1,56% PEG 5 2,329 0,541 0,242
140 pg/ml de Epiphany 5 4,681 1,151 0,676
0,78% PEG 5 1,477 0,268 0,120
70 pg/ml de Epiphany 5 3,042 0,746 0,334
0,39% PEG 5 1,107 0,095 0,042
35 pg/ml de Epiphany 5 2,798 0,508 0,227
0,19% PEG 5 1,400 1,036 0,463
17,5 pg/ml de Epiphany 5 36,181 8,363 3,740
0,10% PEG 5 0,419 0,080 0,035
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FIGURA 7 - Viabilidade das células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss machos em presencga de
diferentes concentragdes de Epiphany + Primer. As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em
presenca de Epiphany + Primer nas concentra¢des de 281ug/ml, 140pug/ml, 70ug/ml, 35ug/ml e 17,5ug/ml,
ou somente meio RPMI-C contendo 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19% e 0,10% de PEG, respectivamente, como
controle. Os resultados foram expressos em percentual, como média + desvio padrio.

Tabela 7 - Médias, desvio padrdo e erro médio dos valores de viabilidade celular (%) em presenca de
diferentes concentra¢des de Epiphany + Primer

Viabilidade Celular (%) — Epiphany + Primer

Testes Pontos Média Desvio Padrdao | Erro Médio
281 pg/ml Epiphany + Primer 3 49,407 0,783 0,452
1,56% PEG 3 92,000 2,646 1,528
140 pg/ml Epiphany + Primer 3 51,387 3,956 2,284
0,78% PEG 3 93,667 3,215 1,856
70 pg/ml Epiphany + Primer 3 60,160 1,765 1,019
0,39% PEG 3 93,667 3,055 1,764
35 ug/ml Epiphany + Primer 3 64,263 4,154 2,398
0,19% PEG 3 95,000 2,000 1,155
17,5 ug/ml Epiphany + Primer 3 84,910 9,997 5,772
0,10% PEG 3 97,667 2,517 1,453




90
80
70
60
50-
40
304
20 4

10

Concentracao de NO (umols/5x1 0° células)

O_ '
-10

[ Epiphany + Primer
[l Controle PEG

L

1R

281

140

70

35 17,5

Concentracoes (ug/mL)

104

FIGURA 8 - Produgdo de 6xido nitrico por células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss machos em
presenca de diferentes concentracdes de Epiphany + Primer. As células do exsudato peritoneal foram
cultivadas em presenca de Epiphany + Primer nas concentragdes de 281 pg/ml, 140 pg/ml, 70 pg/ml, 35
pg/ml , 17,5 pg/ml e 8,75 pg/ml, ou somente meio RPMI contendo 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19% , 0,10% e
0,05% de PEG, respectivamente, como controle. As concentra¢des de nitrito foram determinadas através de
uma reta padrdo previamente estabelecida com concentra¢des molares conhecidas de nitrito de s6dio (NaNO,)
e os resultados expressos em pmols de nitrito/5x10° células, como média + desvio padrio.

Tabela 8 — Médias, desvio padrdo e erro médio dos valores de liberagdo de 6xido nitrico (em pmols de
nitrito/5x10° células) em presenca de diferentes concentragdes de Epiphany + Primer

Produg¢do de NO — Epiphany+Primer

Testes Pontos | Média Desvio Padrdo Erro Médio
281 pg/ml de Epiphany+Primer 6 15,690 1,623 0,726
1,56% PEG 6 2,583 0,636 0,284
140 pg/ml de Epiphany+Primer 6 35,307 6,532 2,921
0,78% PEG 6 1,619 0,260 0,116
70 pg/ml de Epiphany+Primer 6 41,468 1,379 0,617
0,39% PEG 6 1,270 0,306 0,137
35 pg/ml de Epiphany+Primer 6 44,282 3,336 1,491
0,19% PEG 6 1,447 0,983 0,440
17,5 pg/ml de Epiphany+Primer 6 66,217 13,149 5,880
0,10% PEG 6 0,458 0,092 0,411
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FIGURA 9 - Viabilidade das células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss machos em presencga de
diferentes concentragdes de Primer. As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em presenca de
Primer nas concentragdes de 281ug/ml, 140pug/ml, 70ug/ml, 35ug/ml e 17,5ug/ml, ou somente meio RPMI-C
contendo 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19% e 0,10% de PEG, respectivamente, como controle. Os resultados
foram expressos em percentual, como média + desvio padrao.

Tabela 9 - Médias, desvio padrao e erro médio dos valores de viabilidade celular (%) em presenca de
diferentes concentra¢des de Primer

Viabilidade Celular (%) — Primer

Testes Pontos Média Desvio Padrdo Erro Médio
281 pg/ml Primer 3 93,77333 10,785 6,227
1,56% PEG 3 99,000 1,000 0,577
140 pg/ml Primer 3 87,030 14,701 8,488
0,78% PEG 3 98,000 1,000 0,577
70 pg/ml Primer 3 91,797 7,190 4,151
0,39% PEG 3 94,333 1,528 0,882
35 pg/ml Primer 3 94,183 7,892 4,556
0,19% PEG 3 96,333 3,512 2,028
17,5 pg/ml Primer 3 93,260 11,674 6,740
0,10% PEG 3 97,000 3,606 2,082
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FIGURA 10 - Produg¢do de 6xido nitrico por células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss machos
em presenga de diferentes concentragdes de Primer. As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em
presenca Primer nas concentragdes de 281 pg/ml, 140 pg/ml, 70 pg/ml, 35 pg/ml , 17,5 pg/ml e 8,75 pg/ml,
ou somente meio RPMI contendo 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19% , 0,10% e 0,05% de PEG, respectivamente,
como controle. As concentragdes de nitrito foram determinadas através de uma reta padrdo previamente
estabelecida com concentra¢des molares conhecidas de nitrito de sddio (NaNQO,) e os resultados expressos em
pmols de nitrito/5x10° células, como média + desvio padrio.

Tabela 10 — Médias, desvio padrio e erro médio dos valores de liberacdo de 6xido nitrico (em pmols de

nitrito/5x10° células) em presenca de diferentes concentragdes de Primer

Producdo de NO —Primer

Testes Pontos Média Desvio Padrao Erro Médio
281 pg/ml de Primer 6 6,854 0,765 0,312
1,56% PEG 6 2,485 0,617 0,252
140 pg/ml de Primer 6 6,118 0,910 0,371
0,78% PEG 6 1,546 0,293 0,120
70 pg/ml de Primer 6 4,647 0,806 0,329
0,39% PEG 6 1,223 0,297 0,121
35 pg/ml de Primer 6 27,552 3,130 1,278
0,19% PEG 6 1,274 0,977 0,399
17,5 pg/ml de Primer 6 4,68 1,290 0,527
0,10% PEG 6 0,442 0,910 0,037
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FIGURA 11 - Viabilidade das células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss machos em presenca de
diferentes concentragdes de EndoRez. As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em presenga de
EndoRez nas concentragdes de 281pg/ml, 140ug/ml, 70ug/ml, 35ug/ml e 17,51g/ml, ou somente meio
RPMI-C contendo 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19% e 0,10% de PEG, respectivamente, como controle. Os
resultados foram expressos em percentual, como média + desvio padrao.

Tabela 11 - Médias, desvio padrdo e erro médio dos valores de viabilidade celular (%) em presenca de
diferentes concentra¢des de EndoRez

Viabilidade Celular (%) — EndoRez

Testes Pontos Média Desvio Padrao Erro Médio
281 wug/ml EndoRez 3 37,180 5,135 2,965
1,56% PEG 3 91,667 3,055 1,764
140 pg/ml EndoRez 3 42,283 8,344 4,817
0,78% PEG 3 91,333 4,509 2,603
70 pg/ml EndoRez 3 59,423 10,310 5,953
0,39% PEG 3 86,000 2,646 1,528
35 ug/ml EndoRez 3 68,373 11,118 6,419
0,19% PEG 3 92,667 2,517 1,453
17,5 ug/ml EndoRez 3 77,873 13,155 7,595
0,10% PEG 3 95,333 2,517 1,453
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FIGURA 12 - Produgdo de 6xido nitrico por células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss machos
em presenca de diferentes concentragdes de EndoRez. As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em
presenca EndoRez nas concentragdes de 281 pg/ml, 140 pg/ml, 70 pg/ml, 35 pg/ml , 17,5 pg/ml e 8,75 pg/ml,
ou somente meio RPMI contendo 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19% , 0,10% e 0,05% de PEG, respectivamente,
como controle. As concentragdes de nitrito foram determinadas através de uma reta padrdo previamente
estabelecida com concentra¢des molares conhecidas de nitrito de sddio (NaNQO,) e os resultados expressos em
pmols de nitrito/5x10° células, como média + desvio padrio.

Tabela 12 — Médias, desvio padrao e erro médio dos valores de liberacdo de 6xido nitrico (em pmols de
nitrito/5x10° células) em presenca de diferentes concentragdes de EndoRez

Producdo de NO — EndoRez

Testes Pontos Média Desvio Padrao Erro Médio
281 pg/ml de EndoRez 8 7,849 0,570 0,233
1,56% PEG 8 2,485 0,617 0,252
140 pg/ml de EndoRez 8 12,821 1,648 0,673
0,78% PEG 8 1,540 0,268 0,101
70 pg/ml de EndoRez 8 21,142 3,283 1,340
0,39% PEG 8 1,177 0,297 0,112
35 pg/ml de EndoRez 8 29,554 3,86 1,576
0,19% PEG 8 1,200 0,913 0,345
17,5 pg/ml de EndoRez 8 42,459 9,13 3,451
0,10% PEG 8 0,471 0,112 0,042
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FIGURA 13 - Viabilidade das células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss machos em presenca de
diferentes concentracdes de AH Plus. As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em presenca de AH
Plus nas concentra¢des de 281ug/ml, 140pg/ml, 70ug/ml, 35ug/ml e 17,5ug/ml, ou somente meio RPMI-C
contendo 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19% e 0,10% de PEG, respectivamente, como controle. Os resultados
foram expressos em percentual, como média + desvio padrdo.

Tabela 13 - Médias, desvio padrdo e erro médio dos valores de viabilidade celular (%) em presenca de
diferentes concentracdes de AH Plus

Viabilidade Celular (%) — AH Plus

Testes Pontos Média Desvio Padrao Erro Médio
281 pug/ml AH Plus 4 6,490 2,573 1,286
1,56% PEG 4 86,135 3,157 1,578
140 pg/ml AH Plus 4 55,182 14,989 7,494
0,78% PEG 4 84,325 4,150 2,075
70 wg/ml AH Plus 4 58,392 14,090 7,045
0,39% PEG 4 84,288 4,516 2,258
35 ug/ml AH Plus 4 86,702 9,022 4,511
0,19% PEG 4 83,082 4,032 2,016
17,5 ug/ml AH Plus 4 62,510 1,737 0,868
0,10% PEG 4 85,200 4,490 2,245
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FIGURA 14 - Produgdo de 6xido nitrico por células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss machos
em presenca de diferentes concentracdes de AH Plus. As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em
presenca AH Plus nas concentracoes de 281 pg/ml, 140 pg/ml, 70 pg/ml, 35 pg/ml , 17,5 pg/ml e 8,75 pg/ml,
ou somente meio RPMI contendo 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19% , 0,10% e 0,05% de PEG, respectivamente,
como controle. As concentragdes de nitrito foram determinadas através de uma reta padrdo previamente
estabelecida com concentra¢des molares conhecidas de nitrito de sddio (NaNQO,) e os resultados expressos em
umols de nitrito/5x10° células, como média + desvio padrio.

Tabela 14 — Médias, desvio padrio e erro médio dos valores de liberacdo de 6xido nitrico (em pmols de
nitrito/5x10° células) em presenga de diferentes concentracdes de AH Plus

Producao de NO — AH Plus

Testes Pontos Média Desvio Padrio Erro Médio
281 pg/ml de AH Plus 8 2,957 0,950 0,388
1,56% PEG 8 2,485 0,617 0,251
140 pg/ml de AH Plus 8 11,883 1,311 0,535
0,78% PEG 8 1,54 0,68 0,101
70 ug/ml de AH Plus 8 52,903 5,402 2,205
0,39% PEG 8 1,177 0,297 0,112
35 pg/ml de AH Plus 8 24,602 2,765 1,129
0,19% PEG 8 1,200 0,913 0,345
17,5 pg/ml de AH Plus 8 4,106 1,365 0,557
0,10% PEG 8 0,471 0,112 0,042




111

[l Sealapex 35ug/mL g Epiphany+Primer 17,5ug/mL [l AHPlus 70g/mL

[@Mamona 8,75ug/mL - g Primer 35ug/mL dLps
[ Epiphany 17,5u9/mL [l Endorez 17,5ug/mL B RPMI
7 Il Controle PEG
100 I
80
X
8
2 604
]
o
(0]
8
o 404
=
8
>
20
0 -

Concentragdes

FIGURA 15 - Viabilidade das células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss machos em presenca dos
diferentes cimentos. As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em presenca do Sealapex, do
Polimero de Mamona, do Epiphany, do Epiphany + Primer, do Primer, do EndoRez, do AH Plus e do LPS
(como controle positivo) nas concentracdes de 35 pg/ml, 8,75 pg/ml, 17,5 pg/ml, 17,5 pg/ml, 35 pg/ml, 17,5
pg/ml, 70 pg/ml e 10 pg/ml, respectivamente, ou somente meio RPMI contendo 0,19%, 0,05%, 0,10%,
0,10%, 0,19%, 0,10%, 0,38% e 0% de PEG, respectivamente, como controle. Os resultados entdo expressos
em percentual como média + desvio padrio.
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Tabela 15 — Médias, desvio padrdo e erro médio dos valores de viabilidade celular (%) em presenca de

diferentes cimentos € LPS

Viabilidade Celular (%) — Cimentos

Testes Pontos Média Desvio Padrio Erro Médio

Sealapex 35ug/ml 4 85,510 18,177 9,089
0,19% PEG 4 97,250 2,217 1,109
Mamona 8,75 pg/ml 8 83,642 13,615 4,814
0,05% PEG 8 96,725 2,268 0,802
Epiphany 17,5 pg/ml 3 95,997 6,934 4,003
0,10% PEG 3 98,667 1,528 0,882
Epiphany+Primer 17,5 pg/ml 3 84,910 9,997 5,772
0,10% PEG 3 97,667 2,517 1,453
Primer 35 pg/ml 3 94,183 7,892 4,556
0,19% PEG 3 96,333 3,512 2,028
EndoRez 17,5 pg/ml 3 77,873 13,155 7,595
0,10% PEG 3 95,333 2,517 1,453
AH Plus 70 pg/ml 4 58,392 14,090 7,045
0,38% PEG 4 84,288 4,516 2,258
LPS 8 82,720 11,208 4,236
RPMI 8 100,00 0 0
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FIGURA 16 - Producgédo de 6xido nitrico por células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss machos
em presenca de diferentes cimentos. As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em presenca do
Sealapex, Polimero de Mamona, do Epiphany, do Epiphany+Primer, do Primer, do EndoRez, do AH Plus e
do LPS, como controle positivo, nas concentragdes de 35 pg/ml, 8,75 pg/ml, 17,5 pg/ml, 17,5 pg/ml, 35
pg/ml, 17,5 pg/ml, 70 pg/ml e 10 pg/ml, respectivamente, ou somente meio RPMI contendo 0,19%, 0,05%,
0,10%, 0,10%, 0,19%, 0,10%, 0,38% e 0% de PEG, respectivamente, como controle. As concentracdes de
nitrito foram determinadas através de uma reta padrdo previamente estabelecida com concentragdes molares
conhecidas de nitrito de sédio (NaNO,) e os resultados expressos em pmols de nitrito/5x10° células, como
média + desvio padrao.
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Tabela 16 - Médias, desvio padrdo e erro médio dos valores de liberagdo de 6xido nitrico (em pmols de
nitrito/5x 10’ células) em presenca de diferentes cimentos e LPS

Producdo de NO — Cimentos

Testes Pontos Média Desvio Padrio Erro Médio
Sealapex 35ug/ml 6 29,149 4,390 1,964
0,19% PEG 6 2,846 1,108 0,496
Mamona 8,75 pg/ml 6 15,649 3,759 1,681
0,05% PEG 6 0,530 0,138 0,062
Epiphany 17,5 pg/ml 6 37,250 5,974 2,672
0,10% PEG 6 1,138 0,564 0,252
Epiphany+Primer 17,5 pg/ml 6 24,707 5,629 2,517
0,10% PEG 6 1,138 0,564 0,252
Primer 35 pg/ml 6 59,986 12,311 5,506
0,19% PEG 6 2,846 1,108 0,496
EndoRez 17,5 pg/ml 6 42,973 10,819 4,838
0,10% PEG 6 1,138 0,564 0,252
AH Plus 70 pg/ml 6 39,977 13,447 6,014
0,38% PEG 6 1,382 0,318 0,142
LPS 5 43,972 6,966 3,115
RPMI 5 4,336 1,634 0,730
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FIGURA 17 - Produgdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) por macrdéfagos peritoneais de
camundongos Swiss machos em presenca de diferentes cimentos. Os macréfagos peritoneais foram cultivadas
em presenca do Sealapex, Polimero de Mamona, do Epiphany, do Epiphany+Primer, do Primer, do EndoRez,
do AH Plus e do LPS, como controle positivo, nas concentragdes de 35 pug/ml, 8,75 pg/ml, 17,5 pg/ml, 17,5
pg/ml, 35 pg/ml, 17,5 pg/ml, 70 pg/ml e 10 pg/ml, respectivamente, ou somente meio RPMI contendo 0,19%,
0,05%, 0,10%, 0,10%, 0,19%, 0,10%, 0,38% e 0% de PEG, respectivamente, como controle. As
concentragdes de TNF-o foram determinadas através de uma reta padrdo previamente estabelecida com
concentragdes molares conhecidas de TNF-o recombinante e os resultados expressos em pg/ml, como média
+ desvio padrao.
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Tabela 17 - Médias, desvio padrio e erro médio dos valores de liberacdo de TNF-o (em pg/ml) em presenga

de diferentes cimentos e LPS

Producao de TNF-a (pg/ml) — Cimentos

Testes Pontos Média Desvio Padrio Erro Médio
Sealapex 35ug/ml 6 156,224 12,551 5,124
0,19% PEG 4 32,478 3,898 1,949
Mamona 8,75 pg/ml 6 68,140 7,685 3,137
0,05% PEG 3 5,627 2,451 1,415
Epiphany 17,5 pg/ml 6 263,699 13,951 5,695
0,10% PEG 5 10,668 2,249 1,006
Epiphany+Primer 17,5 pg/ml 6 243,334 48,098 19,636
0,10% PEG 5 10,668 2,249 1,006
Primer 35 pg/ml 6 345,860 37,442 15,286
0,19% PEG 4 32,478 3,898 1,949
EndoRez 17,5 pg/ml 6 8,200 0,949 0,387
0,10% PEG 5 10,668 2,249 1,006
AH Plus 70 pg/ml 6 254,971 32,890 13,427
0,38% PEG 5 39,424 7,839 3,506
LPS 6 130,220 13,229 5,401
RPMI 6 13,748 2,501 1,021




117

[l Sealapex 35ug/mL [ Epiphany-+Primer 17,5ug/mL [l AHPIlus 70g/mL

[ Mamona 8,75ug/mL [l Primer 35ug/mL @ ConA
_ [JEpiphany 17,5ug/mLll Endorez 17,5ug/mL @ RPMI
l Controle PEG
14
12 1

Concentracao de IFN-y (pg/mL)
»
1

s T

Concentragoes

FIGURA 18 - Produgdo de interferom gama (IFN-y) por células esplénicas de camundongos Swiss machos
em presenca de diferentes cimentos. As células esplénicas foram cultivadas em presenca do Sealapex, do
Polimero de Mamona, do Epiphany, do Epiphany + Primer, do Primer, do EndoRez, do AH Plus e da ConA,
como controle positivo, nas concentragdes de 35 pg/ml, 8,75 pg/ml, 17,5 pg/ml, 17,5 pg/ml, 35 pg/ml, 17,5
pg/ml, 70 pg/ml e 0,5 pg/ml, respectivamente, ou somente meio RPMI contendo 0,19%, 0,05%, 0,10%,
0,10%, 0,19%, 0,10%, 0,38% e 0% de PEG, respectivamente, como controle. As concentracdes de IFN-y
foram determinadas através de uma reta padrido previamente estabelecida com concentragdes molares
conhecidas de IFN-y recombinante e os resultados expressos em pg/ml, como média + desvio padrio.
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Tabela 18 - Médias, desvio padrdo e erro médio dos valores de liberacdo de IFN-y (em pg/ml) em presenca de

diferentes cimentos € LPS

Producao de IFN-y (pg/ml) — Cimentos

Testes Pontos Média Desvio Padrao Erro Médio
Sealapex 35ug/ml 6 0,555 0,295 0,120
0,19% PEG 6 0 0 0
Mamona 8,75 pg/ml 6 0,494 0,129 0,053
0,05% PEG 6 0 0 0
Epiphany 17,5 pg/ml 6 0,696 0,371 0,152
0,10% PEG 6 0 0 0
Epiphany+Primer 17,5 pg/ml 6 0,708 0,116 0,047
0,10% PEG 6 0 0 0
Primer 35 pg/ml 6 0,730 0,850 0,347
0,19% PEG 6 0 0 0
EndoRez 17,5 pg/ml 6 0,590 0,303 0,124
0,10% PEG 6 0 0 0
AHPlus 70 pg/ml 6 0,543 0,220 0,090
0,38% PEG 6 0 0 0
ConA 6 11,535 1,998 0,816
RPMI 6 0,028 0,069 0,028




Discussao

Considerando que a terapia endoddntica € uma microcirurgia desenvolvida por
etapas clinicas interligadas e interdependentes, cada etapa merece conhecimento
aprimorado dos aspectos bioldgicos, pois técnicas e materiais apropriados, que respeitam os
tecidos dentdrios e paradentdrios, favorecem a obten¢do do sucesso no tratamento

endodontico.

Dentre as fases ou etapas clinicas do tratamento de canais radiculares, a obturagdo é
aquela que representa o reflexo dos predicados técnicos do profissional, da exceléncia dos
materiais utilizados e comprovam a eficdcia das fases clinicas previamente realizadas. A
obturacdo do sistema de canais radiculares também merece €nfase especial, porque substitui

a polpa radicular e reflete a postura do profissional em relagdo a terapia endodontica.

Os materiais obturadores de canais radiculares devem preencher requisitos
adequados de propriedades bioldgicas e fisico-quimicas. Dentre as propriedades fisico-
quimicas, esses materiais devem selar hermetica e tridimensionalmente o canal radicular
modelado, proporcionar tempo adequado de trabalho, possuir fluidez que permita insercao,
radiopacidade diferente da dentina, adesdo aos cones de guta-percha, silicone ou resina e
dentina, escoamento, solubilidade compativel com a velocidade da fagocitose e pequeno ou
nulo indice de contragdo pds-presa ou polimerizacdo. Quanto as propriedades bioldgicas
dos materiais obturadores, deve-se ressaltar que esses materiais ficardo em contato
permanente com os tecidos do sistema de canais radiculares (se houverem), e das regides
apical e periapical e deverdo oferecer e proporcionar tolerancia tecidual com selamento

e/ou isolamento com tecido mineral ou fibras.

A reacdo orgénica de reparo € dependente, além de outros fatores, da composi¢ao
dos materiais utilizados. Desde que esses materiais estejam em contato direto com o tecido
conjuntivo (apical, periapical, do sistema de canais radiculares) ¢ imperiosa sua baixa
citotoxicidade e biocompatibilidade. Os materiais obturadores de canais radiculares
existentes no mercado sdo classificados como solidos ou plésticos. Os sélidos sdo

geralmente cones a base de guta-percha/oxido, silicone, resina, 6xido de zinco ou prata.
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Devido, principalmente, a oxidac¢do e corrosdo, os materiais sélidos a base de prata
foram banidos do uso em Endodontia. J4 os materiais sélidos a base de guta-percha, 6xido
de zinco, resina ou silicone constituem-se em escolha da maioria dos endodontistas, uma
vez que tém seu uso consagrado clinica, radiografica e microscopicamente. Por serem
sOlidos, esses materiais usados em forma de cone, ndo podem ser utilizados sem um
coadjuvante plastico, uma vez que propriedades fisico-quimicas como infiltracio marginal

e selamento hermético ndo sdo atendidas adequadamente.

Os materiais plasticos s@o classificados de acordo com a sua composicdo, e
geralmente sdo a base de 6xido de zinco e eugenol, a base de hidréxido de cdlcio, resinosas

epoxicas ou compOmeros.

Da Metodologia

Hoje em dia, apesar dos diferentes niveis de pesquisa utilizados em Endodontia,
como por exemplo, os testes primdrios (hematogénicos e de cultura celular), secundarios
(implantes em subcutdneo de ratos, camundongos) e tradicionais clinico/microscopicos
(dentes de gatos, cdes, macacos e humanos); maior importancia € dada aos testes
tradicionais'®. A facilidade em se comparar os resultados microscopicos da regido pulpar
e periapical de dentes de cdes e macacos, com os resultados clinicos em humanos,
obscurece as andlises centradas no entendimento de micro estruturas celulares e de seus
componentes. No entanto, grandes sdo as objecdes quanto ao uso desses animais (caes e

. . . . . 6211
macacos) devido o alto custo e restricdes das sociedades protetoras de animais®*'"

Para se avaliar a biocomp:’:ltibilid::ldeg1’125’182 de materiais obturadores, basta
permitir o contato desses materiais com o tecido conjuntivo apical/periapical. A partir do
conhecimento dos fendmenos inflamatorios, infecciosos e de reparo, extrapola-se tais
constatacdes para as observagdes clinicas, criando um modelo de estudo e

.~ 44,153,180
avaliagdo.”™ ™

Apesar do alto custo e das restri¢des, esse modelo € bastante utilizado e ja se

consagrou, criando, inclusive, diferenciacdes para “status” de vitalidade pulpar e necrose
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pulpar com ou sem sugestdo radiogrifica de lesdo periapical. Tal modelo atinge tanta
fidedignidade, que ja € possivel se criar modelos com especifica microbiota. A facilidade
de reprodutibilidade, no entanto, tem levado a maioria dos pesquisadores a realizar
controle de qualidade de diferentes materiais e técnicas, ao invés de se criar novos

. . . .z . 79.87.150
materiais e aprimoramento dos ja existentes. o87,

2

E comum a andlise comparativa de diferentes materiais obturadores utilizando

. .o 2,19.88
esse nivel de pesquisa.”'”

Como a industria dificilmente divulga, com precisdo, a
composicdo de tais materiais, o pesquisador deixa de lado seu amago investigativo e
passa a comparar distintos materiais, elegendo aquele que melhor se comporta na regiao

. . . . 128,136
periapical e apical decorrido certo periodo de tempo.

- o 49,62,119
Quando comegou a restricio ao uso de animais (cdes € macacos) para

. L . 42,49
investigacdo em odontologia nos anos 90,

passou-se a atentar para niveis menos
complexos de avaliagcdo, com maior controle sobre os fatores experimentais € menor
numero de varidveis. Constatou-se como € dificil ser simples e a partir da andlise de um
grupo celular, extrapolar e somar resultados para o melhor entendimento da
biocompatibilidade e,  principalmente, de um  subconjunto  dessa, a

. .. 57,10,13,22,143
citotoxicidade.”" ™ 7

Nesse nivel de pesquisa (cultura de células), os primeiros
elementos que foram avaliados utilizavam culturas de células HeLa'> e as conseqiientes
absorcdes de Cr', alteragdes morfolégicas, seguindo o conceito de tumefacdo turva,
condensacdo cromatinica, cariorrexe e caridlise, proliferacdo e interrupcdo do processo
mitético.'™*® Seguindo o conceito de andlise e conhecimento dos processos de agressdo
célular,”” iniciou-se a interpretacio de como alguns materiais odontolégicos se
comportaram em relagdo ao contato direto e/ou indireto com as culturas de células
HeLa.”*"® E importante ressaltar as evolucdes obtidas, neste contexto, a partir das
realizacdes de Spangberg'®®, principalmente sobre como se estocar, cultivar e manter
vivas essas células, os meios para a sobrevivéncia e, principalmente, a nio interacao
negativa com as células, estressando-as. As células HelLa, porém, apresentavam alguns
incovenientes do ponto de vista da fidedignidade ou proximidade da situag@o celular real

e de normalidade. Tais células sdo provenientes de tumor maligno, onde as células tém a
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tendéncia natural de se multiplicar e assumir uma morfologia préxima do estigio
. . - 37 ~ 2 . . . .~ .

embriondrio”’. Esse “status quo” ndo ¢ o mesmo da fisiologia normal da regido apical e

periapical; apesar disso, a partir da andlise das reacdes jd mencionadas, desse grupo

. . . o 8
celular, iniciou-se o entendimento da complexidade das reacdes af presentes’™.

Aprimorando-se esse modelo iniciou-se, na década de 90, o uso de fibroblastos da
regido subcutinea, conjuntiva de ratos e camundongos e pulpar de caes e humanos®”"%!,
Logicamente, esse modelo € muito mais fidedigno que o das células HeLa. Dentre as
populacdes residentes no tecido conjuntivo apico/periapical, destaca-se o grupo celular

fibroblastico. %!

O contato de materiais obturadores (corpos estranhos)13 4

com esse grupo celular
promove a alteracdo morfolégica, mudanca no metabolismo, com variagdo para mais ou
para menos na sintese colagénica, citodiferenciacdo, ativacao mitdtica, apoptose acelerada
ou retardada e liberacdo de citocinas e/ou fatores de crescimento e/ou citodiferenciacdo’”.
Esse modelo, muito mais complexo, permitiu analisar védrios parametros diferentes de

comportamento e, a partir dai, possibilitar interpreta¢des que, coadjuvadas da andlise das

células HelLa, permitiram um melhor entendimento e compreensio do que €

5,7,10,13,23,125 91,123

citotoxicidade e, consequentemente, biocompatibilidade . Esses estudos,
nesse nivel de pesquisa, serviram como um “turning point”, no modelo a ser utilizado
para analisar o comportamento biolégico dos materiais obturadores'>. Esse modelo, jd no
fim dos anos 90, passou a predominar®™** por ser mais barato, de ficil obtencdo, rapido
por utilizar animais inferiores (ratos e camundongos) e trazendo informag¢des compativeis
com o comportamento bioldgico. Basicamente, o que houve foi uma mudanga radical na

concepgdo do que € pesquisa em Endodontia.

Ao invés de se pensar macroscopicamente, ou quando muito analisando
microscopicamente um tecido; o que agora ocorre ¢ uma introspec¢do no amago do
tecido, diferenciando grupos celulares, as reacdes que cada grupo efetua, a relagdo e inter-
relacdo entre esses grupos e suas implicacdes no processo infeccioso, inflamatério e de

3742,143
reparo
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Nesse estudo, avaliou-se o comportamento biolégico a partir do contato do

. . . L 6,13,18,34,42
material obturador com células inflamatdrias mononucleadas.” > >

Todo material obturador de canais radiculares, seja ele sélido ou pléstico, ¢ um

corpo estranho ao organismo.

ApOs a obturacdo do canal radicular, ocorre o contato do material obturador, com o
tecido conjuntivo apical. Em se tratando de um dente que apresenta vitalidade pulpar, esse
tecido conjuntivo estd, normalmente, isento de infec¢do, e com inflamacdo de suave a
moderada, devido as alteragdes pulpares. Predominam ai fibroblastos e células
inflamatérias polimorfonucleadas e mononucleadas®”. Ap6s os passos operétorios proprios
dessa terapia e obturando-se o canal radicular, apds alguns dias a perpetuacdo desse
contato, dependerd das condicdes intrinsecas do material e das reacdes provenientes desse
contato. A célula que coordena essas reagdes funciona como um maestro coordenando as

B . ) - . . 3
acdes da orquestra (ou seja, de todo o tecido, reacdo de Schwartzman) é o macréfago.””'%

Quando se obtura o canal radicular de um dente que apresenta necrose/gangrena
pulpar, geralmente, o tecido que estd presente no peridpice tem predominincia de células
polimorfonucleadas nos processos agudos, e monoculeadas, tipicas de tecido

granulomatoso, nos processos cronicos.”’

Em ambas as situacdes, apds a obturacdo, ocorre a mudanga no “‘status quo” desses
tecidos inflamados aguda ou cronicamente, para tecido de granulagdo, onde predominam os
. . c 91 ¢ .
macréfagos, que ai também regem o processo de reparo . E portanto, o macréfago, a
célula de maior importincia para o entendimento das reagdes que ocorrem pos-

186 'O material obturador substitui de maneira anomala a realidade do tecido

obturacdo
pulpar. E para o organismo um corpo estranho. O reconhecimento dessa “estranheza” é
feito pelo complexo maior de histocompatibilidade, presente nos linfécitos T e
macr(’)fagos.139 A partir desse reconhecimento, o macréfago inicia a fagocitose ou a

tentativa de fagocitose desse corpo estranho.’”'*
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Quando esse material € o cone de guta-percha, silicone ou resina e estando o0 mesmo
em contato com o tecido conjuntivo apical e periapical, desencadeia-se vdrias reacdes

7z

organicas. A primeira € o seu reconhecimento por macréfagos e linfécitos como corpo
estranho com subseqiiente fagocitose. Devido a estrutura lisa e pouca solubilidade, os
macrofagos, apos reconhecimento, iniciam a fagocitose, que ndo chega a termo,
especificamente por essas caracteristicas fisicas. Da-se dessa maneira, o que se denomina
fagocitose incompleta. Na tentativa de se fagocitar elementos com essas caracteristicas, o
macréfago langa no meio celular varias citocinas e derivados do nitrogénio, o 6xido nitrico
(NO), através da regurgitacdo durante a fagocitose ou excitagdo da membrana
citoplasmatica. O NO (6xido nitrico) além de ser um elemento liberado pelo contato dos
macréfagos com o material obturador, através da excitacdo da membrana celular, € um gés
soluvel de radical livre conhecido até bem pouco tempo como poluente da atmosfera. Além
dos macrofagos, ele também é produzido por células endoteliais e neurOnios centrais
especificos. E sintetizado a partir da L-arginina, uma enzima célcio dependente, do
oxigénio molecular e do NADPH pela enzima 6xido nitrico sintetase (NOS). Existem dois
tipos de NO. Nas células endoteliais e nos neurdnios, o NO estd presente constitutivamente
e pode ser rapidamente ativado por aumento de fons de cdlcio citoplasmaticos na presenca
de calmodulina. A entrada de célcio nestas células induz a uma répida producido de NO. Em
contraste, o NO macrofagico é produzido quando os macréfagos sdo ativados por citocinas
(ex., TNF-a, IFN-y) ou por outros agentes (ex., LPS bacteriano), nio sendo necessario
haver o aumento de célcio intracelular. Uma vez que a meia vida do NO in vivo é muito
curta, o gas s6 atua em células muito préximas do local onde € produzido. Esta atividade
explica a especifidade de suas acdes. Além de promover o relaxamento da musculatura,
destacam-se outras importantes fun¢des como:

a. reduz a agregacgdo plaquetdria;

b. o NO produzido pelos macrofagos, atua como radical livre, sendo citotéxico

para determinados microrganismos e células tumorais;
c. oxida grupamentos sulfidrila nas proteinas e causa a deplecdo de glutatido
citossolico;
d. reage com o anion superéxido e forma o poderoso oxidante diéxido de

nitrogénio e o radical hidroxila.



126

Assim como o H,O, e o TNF, quanto mais liberado no meio, é indicativo de maior

citotoxicidade do material em contato.

Quando o material obturador € um cimento endodoéntico, devido as caracteristicas
fisicas, intrinsecas principalmente a solubilidade, ocorre a fagocitose desses elementos,
liberando-se no meio celular outras citocinas e também os derivados do oxigénio e

nitrogénio.

Dependendo das caracteristicas intrinsecas de cada material obturador, durante a
fagocitose ocorre a “liberagdo” de citocinas como, por exemplo, interleucinas e fatores de

102,125

crescimento que, ao interagirem com os fibroblastos, induzem a citodiferenciacdo e

~ P N ~ . . . . , 134
alteracdo metabolica que levam a producdo de matriz mineralizada ou fibras coldgenas
que terminam isolando o material obturador do tecido conjuntivo, impedindo o contato com

macréfagos e a conseqiiente reagdo corpo estranho/conjuntivo.”*!

Esse isolamento permite a perpetuacdo desse material ao nivel foraminal,

conferindo biocompatibilidade.'*>'*

Citocinas sdo mediadores quimicos soliveis sintetizados e liberados por linfécitos e
células do sistema fagocitirio e desempenham papel importante na comunicagdo
intercelular e em processos fisiopatoldgicos. Sdo responsdveis pela modulagdo da
inflamacao, reparo e imunidade, regulando o crescimento e citodiferenciacdo de leucécitos
e células ndo leucocitarias. Tais citocinas, provenientes da fagocitose de materiais
obturadores e derivados do oxigénio e nitrogénio, geralmente o fator de necrose tumoral
(TNF), e previamente o NO, interferon (IFN), fator de crescimento epitelial (EGF),
interleucinas (IL), fatores estimuladores de colonia (CSF), atuam pela ligacdo a receptores
especificos na membrana celular, estabelecendo uma cascata de eventos que levam a
inducdo, ao favorecimento ou a inibi¢do de intimeros genes citocina-regulados no nucleo
celular. Especificamente para esta investigacdo, analisou-se a liberagdo de TNF-a e IFN-y

que possuem efeito estimulante na liberacdo de NO, apresentam atividade citotdxica pela
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inducdo dos reagentes intermedidrios do oxigénio (H,O;), ndo apenas nos macréfagos e
polimorfonucleadas, mas também em células cancerigenas, é quimiotatico para neutréfilos,
adjuvante na proliferacdo e citodiferenciacdo de células [ humanas, interferindo no
processo de citodiferenciacdo, proliferacdo celular e atua em sinergia com a interleucina-1

(IL-1), na ativagdo osteocldstica, associados a liberacdo de prostaglandina-Eo.

O NO, quando liberado em grandes quantidades, pode ter efeito deletério ao meio,
com aumento do metabolismo celular e perpetuacio do processo inflamatério. J4 em
pequenas quantidades, possui efeitos que favorecem o processo de isolamento do corpo
estranho, induzindo a citodiferenciando de fibroblastos, exacerbando a sintese protéica e
colagénica, o que caracteriza reparo pos-obturacdo com formacao de capsula fibrosa ou de

tecido mineralizado, que impede o contato de células leucocitarias com o corpo- estranho.

O oxido nitrico tem intima relagdo com o processo inflamatério e sua
magnitude''*'"'% O processo inflamatério é um fendmeno basicamente vascular, quanto
maior a vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, maior a quantidade de células

. ‘o . . ~ . L 3775,110
inflamatérias e derivados que perpetuam a inflamacao, presente no tecido conjuntivo.” "™

. . ~ o 121 .
O NO intermedeia as reacoes de relaxamento e constriccdo vascular “. Liberado em

grandes quantidades potencializa o processo inflamatério’®®.

Além da acdo relaxante
vascular, o NO inibe a agregacdo plaquetdria e € citoprotetor, sendo liberado por macréfagos

) . ) ) - 12
como parte do metabolismo antimicrobiano, juntamente com O, e H,O.. ?

Outro fator importante a considerar, ¢ a concentragcdo do material obturador em

contato com a cultura de macréfagos.

A pesar de alguns trabalhos utilizarem concentracdes pré-estabelecidas, é imperioso
que antes de se analisar a liberacdo de mediadores, verifique-se qual a concentracdo ideal
de cimento a ser utilizado. Para isso, o teste do MTT deve ser considerado. Assim, para

cada material obturador, primeiro se determinam a concentragdo vidvel, e a partir desse
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dado, s@o determinadas as liberacdes de NO e TNF-a em cultura de macréfagos e IFN-y em

cultura de células esplénicas.

Dos Resultados

Parametros como produgdo de Oxido Nitrico (NO), produgido de Fator de Necrose
Tumoral Alfa (TNF-a) ou producio de Interferon Gama (IFN-y) por parte de células, sdo
bastante utilizados na Imunologia e na avaliacio da citotoxicidade de farmacos. No entanto,
a deteccdo da liberacdo desses mediadores celulares pode nos fornecer uma idéia de sua
biocompatibilidade ou auséncia de citotoxicidade apresentada por determinado material,
principalmente tratando-se de cimentos endodonticos, pois, muitas vezes, a citotoxicidade
de um determinado material € tanta que pode levar grande parte das células em contato com

N 9]
esse a necrose (Leonardo” ', em 1991).

Assim, a auséncia de um ndmero representativo de células vidveis ird nos oferecer
indices nulos ou bastante baixos de liberacdo de tais mediadores celulares. Dai, a
importancia de determinarmos a menor diluicdo deste material garantindo um numero
adequado de células vidveis para uma resposta adequada frente ao material em estudo no

ensaio in vitro.

Além do MTT ja utilizado na Endodontia (Camps, About® ! 2003; Huang et al.® ,

2004; Bouillaguet et al.®

, 2006), existem outros testes de viabilidade celular, bastante
difundidos na Imunologia atual como da Fluorimetria (Virag et al.”g, 1995; Arai et a1.4,
2002; Leira et al.gs, 2002) e do Vermelho Neutro (Babich, Tiptong, 2002; Lovschall et al.93,
2002; Nakamura et al.m, 2004; Jorg et al.69, 2005; Fotakis, Timbrell45, 2006). Na
Odontologia recente podemos destacar como testes de viabilidade celular o Nigrosin
(Mileti¢ et al."™ em 2005), e o Tetrazolium Azul empregado por Merdad et al.'® em 2007.

No presente estudo, foi adotado o teste do MTT, sendo avaliados os cimentos endodonticos

Sealapex, Polimero de Mamona, Epiphany, EndoRez e AH Plus.
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O MTT (3-(4,5-dimethylthiozilato-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide),
desenvolvido por Mosmann'"' em 1983, é um sal que é utilizado como ensaio quantitativo
colorimétrico para determinar a proliferacdo e viabilidade celular. Desse modo, os
resultados do referido teste, para os diferentes cimentos endoddnticos em contato com o
macrofago ou célula esplénica, mostraram a presenca de no minimo 80% de cé€lulas vidveis
com diferentes diluigcdes. O cimento que necessitou de maior diluicdo (polimero de
mamona = 8,75ug/ml) € seguramente mais citotoxico do que os outros aqui testados

(Figura 15).
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Polimero de Mamona

Avaliou-se a viabilidade das células do exsudato peritoneal dos camundongos Swiss
machos mantidos em cultura de 24 horas em meio RPMI-1640-C contendo Polimero da
Mamona nas concentracdes de 281 pg/ml, 140 pg/ml, 70 pg/ml, 35 pg/ml, 17,5 pg/ml e
8,75 ng/ml, bem como a quantidade de NO liberado nos sobrenadantes destas culturas

celulares. Os resultados estio representados nas Figuras 3 e 4, respectivamente.

Quando cultivadas na presenca do Polimero de Mamona, observou-se baixa
viabilidade das células do exsudato peritoneal quando cultivadas na presencga deste cimento
nas concentragdes de 281 pg/ml, 140 pg/ml, 70 pg/ml, 35 pg/ml e 17,5 pg/ml, com
diferencas estatisticamente significativas quando comparadas com o0s seus respectivos
controles (p<0,001). Como demonstrado na Figura 3 e Tabela 3, observou-se elevada
viabilidade celular quando as células foram desafiadas com o polimero da mamona na

concentracio de 8,75 pg/ml.

Quanto a produg¢do de NO (Figura 4 e Tabela 4) observou-se maior producio
quando as células do exsudato peritoneal foram estimuladas com o Polimero da Mamona na
concentracdo de 8,75 pg/ml, com diferengas estatisticamente significativas, com p<0,001,

quando comparadas as demais concentracdes testadas deste cimento.

Juntos, estes resultados demonstram que a concentracdo mais adequada do Polimero
da Mamona a ser utilizada nos testes bioldgicos € de 8,75 pg/ml, na qual se observou
elevada viabilidade celular associada a maior resposta ao estimulo, avaliado pela producao

de NO.
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Sealapex

Avaliou-se a viabilidade das células do exsudato peritoneal dos camundongos Swiss
machos mantidos em cultura de 24 horas em meio RPMI-1640-C contendo Sealapex nas
concentracdes de 281 pg/ml, 140 pg/ml, 70 pg/ml, 35 pg/ml e 17,5 pg/ml, bem como a

quantidade de NO liberado nos sobrenadantes destas culturas celulares.

Na Figura 1 e Tabela 1, demonstram uma elevada viabilidade das células do
exsudato peritoneal quando cultivadas em presenca das diferentes concentracdes de
Sealapex, ndo mostrando diferengas estatisticamente significativas quando comparadas com

a viabilidade celular de seu respectivo controle (p>0,05).

Quanto a producdo de NO (Figura 2 e Tabela 2) observou-se maior producio
quando as células do exsudato peritoneal foram estimuladas com o Sealapex na
concentracdo de 35 pg/ml, com diferencas estatisticamente significativas, com p<0,001,

quando comparadas as demais concentracdes testadas deste cimento.

Juntos, estes resultados demonstram que a concentracdo mais adequada de Sealapex
a ser utilizada neste teste € a de 35 pg/ml, na qual se observou elevada viabilidade celular

associada a maior resposta ao estimulo, avaliado pela produgdo de NO.
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Epiphany

Avaliou-se a viabilidade das células do exsudato peritoneal dos camundongos Swiss
machos mantidos em cultura de 24 horas em meio RPMI-1640-C contendo Epiphany nas
concentracdes de 281 pg/ml, 140 pg/ml, 70 pg/ml, 35 pg/ml e 17,5 pg/ml, bem como a
quantidade de NO liberado nos sobrenadantes destas culturas celulares. Os resultados estao

representados nas Figuras 5 e 6, respectivamente.

Quando cultivadas na presengca do Epiphany, observou-se baixa viabilidade das
células do exsudato peritoneal quando cultivadas na presenca deste cimento na
concentracdo de 281 pg/ml e 140 pg/ml, com diferencas estatisticamente significativas
quando comparadas com o seu respectivo controle (p<0,001). Quando desafiadas com o
cimento na concentracdo de 70 pg/ml, observou-se diferenca estatisticamente significativa
quando comparada ao seu controle, sendo p<0,01 (Figura 5 e Tabela 5). Em presenca de
concentracdes menores de Epyphani (35 pg/ml e 17,5 pg/ml) observou-se maior viabilidade

celular, sem diferenca significativa de seu controle (p>0,05).

Quanto a produg¢do de NO (Figura 6 e Tabela 6) observou-se maior producio
quando as células do exsudato peritoneal foram estimuladas com o Epiphany na
concentracdo de 17,5 pg/ml, com diferencas estatisticamente significativas, com p<0,001,

quando comparadas as demais concentracdes testadas, deste cimento.

Analisando-se estes resultados observa-se que a concentracdo mais adequada do
Epiphany a ser utilizada neste teste ¢ a de 17,5 pg/ml, na qual se observou elevada

viabilidade celular associada a maior resposta ao estimulo, avaliada pela producio de NO.
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Epiphany + Primer

Avaliou-se a viabilidade das células do exsudato peritoneal dos camundongos Swiss
machos mantidos em cultura de 24 horas em meio RPMI-1640-C contendo Epiphany +
Primer nas concentracdes 281 pg/ml, 140 pg/ml, 70 pg/ml, 35 pg/ml e 17,5 pg/ml, bem
como a quantidade de NO liberad nos sobrenadantes destas culturas celulares. Os

resultados estdo representados nas Figuras 7 e 8, respectivamente.

Quando cultivadas na presenca do Epiphany + Primer, observou-se que a
viabilidade das células do exsudato peritoneal quando cultivadas na presencga deste cimento
nas concentracdes 281 pg/ml, 140 pg/ml, 70 pg/ml, 35 pg/ml e 17,5 pg/ml, € inversamente
proporcional a concentracdo do cimento. Nas concentragdes de 281 pg/ml, 140 pg/ml, 70
pg/ml e 35 ng/ml observou-se diferengas estatisticamente significativas quando comparadas
com seus respectivos controles (p<0,001) (Figura 7 e Tabela 7). Por outro lado ndo se
observou diferenca estatisticamente diferente quando comparou-se a viabilidade celular
testada frente a concentracdo de 17,5 pug/ml e o controle contendo polietilenoglicol

(p>0,05).

Quanto a producdo de NO (Figura 8 e Tabela 8) observou-se maior producao de NO
quando se utilizou a concentragdo 17,5 pg/ml comparada ao seu controle (p<0,001). Juntos
estes resultados demonstram que a concentracdo mais adequada do Epiphany + Primer a ser
utilizada neste teste é a de 17,5 pg/ml, na qual se observou elevada viabilidade celular

associada a maior resposta ao estimulo, avaliada pela produ¢do de NO.



134

Primer

Avaliou-se a viabilidade das células do exsudato peritoneal dos camundongos Swiss
machos mantidos em cultura de 24 horas em meio RPMI-1640-C contendo Primer nas
concentracdes de 281 pg/ml, 140 pg/ml, 70 pg/ml, 35 pg/ml e 17,5 pg/ml, bem como a
quantidade de NO liberada nos sobrenadantes destas culturas celulares. Os resultados estdo

representados nas Figuras 9 e 10, respectivamente.

Quando cultivadas na presenca do Primer, observou-se elevada viabilidade das
células do exsudato peritoneal quando cultivadas na presenca deste cimento nas diversas
concentracdes, com diferengas ndo estatisticamente significativas quando comparadas com

os seus respectivos controles (p>0,05) (Figura 9 e Tabela 9).

Quanto a producdo de NO (Figura 10 e Tabela 10) observou-se maior producio
quando as células do exsudato peritoneal foram estimuladas com o Primer na concentragao
de 35 pg/ml, com diferencas estatisticamente significativas, com p<0,001, quando

comparadas as demais concentragdes testadas.

Juntos estes resultados demonstram que a concentracdo mais adequada do Primer a
ser utilizada neste teste € a de 35 pg/ml, na qual se observou elevada viabilidade celular

associada a maior resposta ao estimulo, avaliada pela produ¢do de NO.
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EndoRez

Avaliou-se a viabilidade das células do exsudato peritoneal dos camundongos Swiss
machos mantidos em cultura de 24 horas em meio RPMI-1640-C contendo EndoRez nas
concentracdes de 281 pg/ml, 140 pg/ml, 70 pg/ml, 35 pg/ml e 17,5 pg/mlS, bem como a
quantidade de NO liberada nos sobrenadantes destas culturas celulares. Os resultados estdo

representados nas Figuras 11 e 12, respectivamente.

Quando cultivadas na presengca do EndoRez, observou-se maior viabilidade das
células do exsudato peritoneal quanto menor a concentra¢do do cimento, entretanto, todas
as concentracOes demonstraram valores estatisticamente significativos, com p<0,01,
quando comparados com o seu respectivo controle. Quando se comparou a viabilidade das
células desafiadas com o cimento na concentracdo de 281 pg/ml, que produziu menor
viabilidade, com a de 17,5 pg/ml, que produziu maior viabilidade, observou-se valores

estatisticamente significativos, sendo p<0,001 (Figura 11 e Tabela 11).

Quanto a liberacdo de NO (Figura 12 e Tabela 12) observou-se produgdo crescente
de NO conforme as células foram tratadas com concentra¢cdes menores do EndoRez.
Quando as células do exsudato peritoneal foram estimuladas com o EndoRez na
concentracdo de 17,5 pg/ml, observou-se o mais alto nivel de liberacao de NO, com
diferencas estatisticamente significativas, com p<0,001, quando comparadas as demais

concentracdes testadas deste cimento.

Juntos, estes resultados demonstram que a concentragdo mais adequada do EndoRez
a ser utilizada neste teste é a de 17,5 pg/ml, na qual se observou elevada viabilidade celular

associada a maior resposta ao estimulo, avaliada pela produ¢do de NO.
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AH Plus

Avaliou-se a viabilidade das células do exsudato peritoneal dos camundongos Swiss
machos mantidos em cultura de 24 horas em meio RPMI-1640-C contendo AH Plus nas
concentracdes de 281 pg/ml, 140 pg/ml, 70 pg/ml, 35 pg/ml, 17,5 pg/ml bem como a
quantidade de NO liberado nos sobrenadantes destas culturas celulares. Os resultados estao

representados nas Figuras 13 e 14, respectivamente.

Quando cultivadas na presenca do AH Plus, observou-se baixa viabilidade das
células do exsudato peritoneal quando cultivadas na presenca deste cimento na
concentracdo de 281 pg/ ml, 140 pg/ml e 70 pg/ml com diferenga estatisticamente
significativa quando comparada com os seus respectivos controles (p<0,001). Em presenga
de uma concentracdo menor de (35 pg/ml) observamos maior viabilidade celular, com
diferenca nao significativa de seus respectivos controles (p>0,05). Quando desafiadas com
a concentragdo 17,5 pg/ml do cimento a diferenca entre o grupo tratado e seu controle foi

estatisticamente significativa, com p<0,001 (Figura 13 e Tabela 13).

Quanto a producdo de NO (Figura 14 e Tabela 14) observou-se maior producio
quando as células do exsudato peritoneal foram estimuladas com o AH Plus na
concentracdo de 70 pg/ml, com diferenca estatisticamente significativa com p<0,001

quando comparadas as demais concentragdes testadas deste cimento.

Juntos, estes resultados demonstram que a concentracdo mais adequada do AH Plus
a ser utilizada neste teste € a de 70 pg/ml, na qual se observou elevada viabilidade celular

associada a maior resposta ao estimulo, avaliada pela produ¢do de NO.

Os materiais Sealapex e Primer do cimento Epiphany foram menos diluidos
(diluigdo de 281 pg/ml) fornecendo mais de 80% de células vidveis. Todos os demais
cimentos necessitaram de maiores dilui¢des (menores concentracdes) para se alcangar tal
concentracdo de células vidveis: o Epiphany com 70 pg/ml, AH Plus com 35 pg/ml,

Polimero de Mamona e o Epiphany+Primer ambos com 8,75 pg/ml e por dltimo o cimento
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EndoRez que ndo atingiu o indice de 80% de células vidveis em nenhuma das diluicdes

testadas.

Os resultados apresentados neste estudo com relagdo ao Sealapex vao de encontro a
maioria dos trabalhos encontrados na literatura, dos quais podemos destacar os de Holland,
Souza®! (1985); Bonetti Filho® (1990); Silva'* em 1995, que demonstraram em outros
niveis de pesquisa bioldgica, resultados bastante satisfatorios, determinados inclusive pelo
fechamento do forame apical de dentes de caes, pela deposi¢do de tecido mineralizado,
bastante conhecido como selamento biolégico do canal radicular. Esses resultados também
foram encontrados em casos de necrose pulpar, acompanhada de reagcdo periapical cronica,
115

mesmo onde houve extravasamento desse cimento para a regido periapical (Berbert et a

2002).

Um outro ponto a observar € que o Sealapex pelo seu pH alcalino e 6xido de célcio
de sua composi¢c@o determina uma necrose superficial em contato com o tecido, mas, de
acordo com os trabalhos bioldgicos j4 mencionados, esta necrose leva a inducdo de tecido
mineralizado, determinando uma resposta bioldgica favoravel. No entanto, neste nivel de
pesquisa, cultura de células, esta agressividade inicial do Sealapex, muitas vezes pode
induzir respostas desfavordveis em termos de citotoxicidade, podendo explicar os

resultados encontrados por Camps, About’! (2003) e Huang et al.® (2004).

Empregando o teste do MTT (Camps, About’® em 2003; Oztan et al.lzo, 2003;

Huang et al.®

, 2004), encontraram melhores resultados por parte do cimento AH Plus com
relacdo ao Sealapex. Vale ressaltar que em ambos os trabalhos, as células utilizadas nao
foram células tipicas do sistema imune como os macréfagos aqui empregados ja que esses
exercem papel fundamental no processo inflamatdrio, mas sim fibroblastos 1.929 e células

cancerigenas de carcinoma cervical humano (OC2).
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Outros trabalhos como os de Miletié et al.'®® , 2000; Pizzo et al.”*? em 2006; também
vislumbraram determinada citotoxicidade por parte do cimento AH Plus corroborando com

nossos achados.

E evidente a dificuldade de se dimensionar até que ponto pode-se extrapolar estes
achados para uma situagdo clinica, onde o contato do cimento endoddntico com os tecidos
periapicais ocorre mediante uma série de varidveis tais como pH, quantidade de cimento,

entre outros.
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Determinaciio da Producio de Oxido Nitrico

Uma vez estabelecidas as concentragdes ideais de cada cimento a ser testada nos
demais testes bioldgicos, foi feita a dosagem do 6xido nitrico liberado nos sobrenadantes
das culturas celulares em presenca dos cimentos, do LPS (como controle positivo) ou
somente meio RPMI-1640-C contendo ou nao PEG (como controle de células), através da
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reacdo de Griess (Green et a 1982). Os resultados obtidos estdo representados nas

Figuras 15 e 16, respectivamente viabilidade celular e producdo de 6xido nitrico.

Observou-se elevada viabilidade das células do exsudato peritoneal quando estas
foram cultivadas na presenga dos diferentes cimentos nas concentracdoes previamente
estabelecidas (Figura 15 e Tabela 15), sem diferencas estatisticamente significativas
quando se comparou a viabilidade das células cultivadas em presenca do Sealapex,
Polimero da Mamona, Epiphany, Epiphany + Primer, Primer, EndoRez e LPS, com p>0,05.
Houve apenas diferenca estatisticamente significativa quando se comparou a producio de
NO estimulada pelo AH Plus, em relagdo aos outros cimentos e ao LPS, com p<0,01
quando comparado ao EndoRez e p<0,001 quando comparado com os demais cimentos e
LPS. Embora, quando cultivadas em presenca do AH Plus, tenha se verificado menor
viabilidade celular, estatisticamente significativa quando comparada com o seu respectivo

controle, sendo p<0,001, nesta concentracio observou-se maior produgdo de 6xido nitrico.

Quando as células do exsudato peritoneal foram estimuladas com os diferentes
cimentos verificou-se elevada liberagdo de 6xido nitrico quando comparadas aos seus
respectivos controles (Figura 16 e Tabela 16), com diferencas estatisticamente
significativas, p<0,001, exceto para o Polimero de Mamona, cuja produ¢do de NO, quando
comparada com o seu respectivo controle, apresentou diferenca estatisticamente

significativa com p<0,05.

Quando comparamos a producdo de NO estimulada pela presenca dos cimentos no
meio de cultura com a producdo estimulada pelo LPS, observamos que o Primer foi o tinico
material capaz de estimular maior producao de NO, sendo p<0,05. Os cimentos Epiphany +

Primer, Polimero de Mamona e Sealapex induziram menor produc¢do de NO que o LPS,
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com p<0,001 para os dois primeiros e p<0,05 para o Sealapex comparado com o LPS. Os
demais cimentos testados (EndoRez, Epiphany e AH Plus) induziram a uma produgdo de
NO nio significativa quando comparada ao LPS (p>0,05). No entanto, todos os cimentos
estimularam uma producdo de NO estatisticamente signiticativa quando comparada a
producdo de NO pelas células cultivadas na auséncia de estimulo, ou seja, somente na

presenca de meio RPMI-1640-C (sendo p<0,001 em todos os casos).

Determinacdo da Producao de Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-q)

Utilizando-se as concentracoes dos cimentos estabelecidas pelos testes de
viabilidade celular e produgdo de 6xido nitrico, obtivemos sobrenadantes das culturas de
macréfagos peritoneais de camundongos Swiss machos para a determinacdo da producdo
de TNF-a estimulada por estes cimentos e seus respectivos controles de PEG, LPS (como
controle positivo) e somente meio RPMI-1640-C (como controle negativo). A dosagem de
TNF-a liberado nos sobrenadantes das culturas das células aderentes foi feita utilizando um
kit imunoenzimatico (ELISA) BD Biosciences Pharmingen (San Diego, CA, USA) de
acordo com as instrugdes do fabricante. Os resultados estdo ilustrados na Figura 17 e na

Tabela 17.

Observaram-se as maiores concentragdes de TNF-a quando os macréfagos estavam
na presenca de Sealapex 35 pg/ml, Epiphany 17,5 pg/ml, Epiphany + Primer 17,5 pg/ml,
Primer 35 pg/ml e AH Plus 70 pg/ml. Quando as células foram desafiadas com o Polimero
de Mamona 8,75 pg/ml, observou-se produgdo de TNF-a significativamente maior que seu
controle, p<0,01. Por outro lado, o EndoRez a 17,5 pg/ml ndo foi capaz de estimular a
liberacdo de TNF-0o, sendo seus valores ndo significativos quando comparados com o seu

controle (p>0,05).

Quando se comparou a producdo de TNF-o induzida pelo LPS com aquelas
estimuladas pelos cimentos, observou-se que o Epiphany, Epiphany + Primer, Primer e AH
Plus induziram a uma produ¢do de TNF-o0 maior que aquela estimulada pelo LPS, com
p<0,001. Ja o Polimero de Mamona e o EndoRez, ao contrdrio, induziram a uma produ¢do

estatisticamente menor de TNF-a do que o LPS, sendo p<0,001. Quando comparadas ao
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controle de células tratadas s6 com o meio RPMI-1640-C observou-se que somente o
EndoRez ndo estimulou producdo de TNF-o significativa (com p>0,05), os demais
cimentos estimularam uma produ¢do de NO estatisticamente maiores que o controle de
células, sendo p<0,01 em relagdo ao Polimero de Mamona e p<0,001 em relacdo aos

demais cimentos.

Determinacio da Producao de Interferon-gama (IFN-y)

O ensaio bioldgico para determinacdo do nivel de IFN-y foi realizado com células
esplénicas onde temos, entre outros componentes, o linfécito T, potente indutor de IFN-y.
Utilizando-se as concentracdes dos cimentos estabelecidas pelos testes de viabilidade
celular e producdo de oxido nitrico, obtivemos sobrenadantes das culturas de células
esplénicas de camundongos Swiss machos para a determinacdo da produgdo de IFN-y
estimulada por estes cimentos e seus respectivos controles de PEG, ConA (como controle
positivo) e somente meio RPMI-1640-C (como controle negativo). A dosagem de IFN-y
liberado nos sobrenadantes das culturas das células aderentes foi feita utilizando um kit
imunoenzimético (ELISA) BD Biosciences Pharmingen (San Diego, CA) de acordo com as

instrucdes do fabricante. Os resultados estdo ilustrados na Figura 18 e na Tabela 18.

Observou-se que nenhum dos cimentos induziu a uma produgdo de IFN-y
estatisticamente significativa quando comparadas com o seu respectivo controle negativo,
sendo p>0,05. Quando comparada a produ¢do de IFN-y induzida pelo controle positivo da
reacdo, a ConA, com a estimulada pelos cimentos, observou-se elevada produgdo de IFN-y
pelas células estimuladas com a ConA, com p<0,001 quando comparadas a todos os
cimentos testados. Na literatura ndo foram encontrados trabalhos relacionando IFN-y e

cimentos endoddnticos.

A secrecdo de citocinas € um componente importante na resposta imune inata por
mediarem muitas das suas funcdes efetoras. O TNF-o € o principal mediador da resposta
inflamatéria aguda e € produzido principalmente por macréfagos ativados (Beutler,
Cerami”, 1986). Atua no inicio da resposta imune, regula a cascata de citocinas durante a

resposta inflamatéria e estd envolvido em eventos locais e sistémicos, continuos a
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inflamagdo (Markhatadze®, 1998). Sua principal fungdo é estimular o recrutamento de
neutréfilos e mondcitos para os locais de infec¢do e ativar estas células a erradicar os
microorganismos. O TNF-a também atua como um pirogénio endégeno, induzindo febre

por aumentar a sintese de prostaglandinas (Beutler'®, 1995).

Existem dados na literatura mostrando que o NO funciona como um modulador na
liberagdo de citocinas e de outros mediadores inflamatérios. Dessa forma, tem sido
mostrado que o NO regula a secrecdo de citocinas pelos macréfagos de uma maneira
autdcrina ou pardcrina. Por outro lado, a inducdo da transcri¢do da iNOS estd sob controle
das citocinas derivadas das células T. Em geral, as citocinas de perfil Thl, especialmente o
IFEN-y, TNF-o e IL-2, regulam positivamente a producdo de NO, enquanto que as de perfil
Th2, como a IL-4 e IL-10, inibem a geracdo de NO (Taylor-Robinson et al.l66, 1994).
Analisando nossos resultados para confirmar a inter-relacdo das citocinas € NO seriam

necessdrias determinagdes de outras citocinas tais como a IL-2.



Conclusdo

Os material mais citotéxico foi o Polimero de Mamona, seguido de EndoRez,
Epiphany + Primer, Epiphany, Primer do Epiphany = Sealapex e o cimento AH Plus que
precisou de uma menor dilui¢do (maior concentra¢do) para oferecer um minimo de 80% de

células viaveis.

A liberag@o de NO foi maior pelo Primer, seguido de EndoRez, AH Plus, Epiphany,
Sealapex, Epiphany + Primer, o Polimero de Mamona foi o que estimulou a menor

producgdo de NO.

A producdo de TNF-a foi maior pelo Primer, seguido de Epiphany, AH Plus,
Epiphany + Primer, Sealapex e Polimero da Mamona, sendo que o EndoRez ndo estimulou

a producao de TNF-a.

Nenhum dos cimentos testados induziu a liberacdo de IFN-y, demonstrando que
outros mediadores tais como IL-1 e IL-2 possam estar envolvidos na liberacdo de NO,

observada no presente estudo.
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ANEXOS
SOLUCAO TAMPAO DE FOSFATO DE POTASSIO Ph 7,0
9,7 ml do tampao fosfato
0,2 ml de vermelho de fenol
0,1 ml de peroxidase raiz forte
140 mp de NaCl
5,5 mp de dextrose

REAGENTE DE GRIESS
1,0 g — sulfanilamida (Sigma)
0,1 g — N(2 naftil) e tilenodiamina (Sigma)

2,5 ml — 4cido ortofosférico (Merck)

Completar o volume de 100 ml com dgua deionizada e guardar na geladeira em um frasco

€scuro.

SOLUCAO DE LAZARUS
Violeta de Genciana (p6) 1% - 2 ml
Acido Acético Glacial — 3 ml

H,0 destilada g.s.p. — 100 ml

MEIO DE CULTURA
RPMI - 1640 (Sigma)
Com L-Glutamina e sem Bicarbonato de Soédio

Armazenado a 1-8°C



RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute)

Componentes
L-Arginine (Free Base)
L-Aspargine (Anhydrous)
L-Aspartic Acid
L-Cystine.2HCI
L-Glutamic Acid
L-Glutamine

Glycine

L-Histidine (Free Base)
Hidroxyl-L-Proline
L-Isoleucine
L-Leucine
L-Lysine.HCI
L-Methionine
L-Phenylalanine
L-Proline

L-Serine

L-Threonine
L-Tryptophan
L-Tyrosine.2Na.2H,0
L-Valine

Biotin

Choline Chloride

Folic Acid
myo-Inositol

Niacinamide

D-Panthothenic Acid Hemicalcium

PABA
Pyridoxine.HCl
Riboflavin

g/l
0,2
0,05
0,02
0,0652
0,02
0,3
0,01
0,015
0,02
0,05
0,05
0,04
0,015
0,015
0,02
0,03
0,02
0,005
0,02883
0,02
0,0002
0,003
0,001
0,035
0,001
0,00025
0,001
0,001
0,002
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Thiamine. HCl 0,001
Vitamin B, 0,000005
Calcium Nitrate.4H,O 0,1
Magnesium Sulfate (Anhydrous) 0,04884
Potassium Chloride 0,4
Sodium Chloride 6,0
Sodium Phosphate Dibasic (Anhydrous) 0,8
D-Glucose 2,0
Glutathiane. Reduced 0,001
Phenol Red. Na 0,0053

RPMI 1640 (Completo)

Penicilina — 100 U/ml
Estreptomicina — 100 pg/ml
L-Glutamina — 2 pg/ml

Soro fetal bovino — 5%
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