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JUSTO, M. P. Influéncia do estresse cronico na resposta tecidual de cimentos
endodonticos. 2022. 67 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista, Aracatuba, 2022.

RESUMO

Objetivo: Este estudo buscou correlacionar o estresse crénico com a resposta tecidual de
diferentes tipos de cimentos endodonticos empregando o modelo 1SO 10993-6:2016 para testes
de implantacao em tecido subcutaneo. Métodos: Foram utilizados 28 ratos Wistar divididos em
2 grupos (n=14): ratos controle (rC) e ratos estressados (rE). Em cada rato foram implantados
4 tubos de polietileno, sendo 1 tubo vazio para Controle, e os demais contendo um dos tipos de
cimentos endoddnticos selecionados para o estudo (Sealapex®, Endofill®, AH Plus®). Os
periodos de avaliacdo foram de 7 e 30 dias (n=7/tempo). Ap0s a eutanasia foi coletado o sangue
para dosagem de corticosterona pelo método ELISA e, em seguida, os tubos e o tecido
circundante foram removidos e processados para analise histologica e imunoistoquimica. A
inflamacdo foi avaliada em cortes teciduais corados em H.E e pela marcacdo imunoistoquimica
para IL-6, IL-17, TNF-a, CD8 e CD20; o colageno, por meio da coloracdo de Picrosirios red
(PSR); a biomineralizacdo, por meio da coloracdo de von Kossa (vK) e em cortes sem coloracao
pela luz polarizada (POL), assim como também pela analise da osteocalcina (OCN). Para todos
os testes empregados foi considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05). Resultados:
Observou-se aumento de corticosterona em rE comparado a rC, apenas no periodo de 7 dias (p
< 0,05). Animais do grupo rE apresentaram menor ganho de peso corporal comparado aos
animais em rC (p < 0,05). Na analise histoldgica em rC aos 7 dias observou-se que 0 grupo
Endofill apresentou infiltrado inflamat6rio mais intenso comparado ao Controle (p = 0,031).
Em rE ndo houve diferenca entre os grupos em nenhum periodo (p > 0,05). Comparando a
resposta de cada grupo em funcdo da presenca ou ndo do estresse, observou-se que apenas aos
7 dias o grupo controle em rE apresentou infiltrado inflamat6rio mais intenso que o grupo
Controle em rC (p < 0,05). N&o houve diferenca entre os grupos para IL-6 em nenhuma das
comparac0es e periodos (p > 0,05). Para IL-17 em rC, aos 7 dias, o grupo Endofill apresentou
infiltrado inflamatdrio mais intenso comparado ao Controle (p < 0,05). Para TNF-a, observou-
se aos 7 dias que o grupo controle em rE apresentou maior imunomarcagdo comparado ao grupo
Controle em rC (p < 0,05). Para CD8, no periodo 30 dias observou-se que o grupo AH Plus em
rC apresentou maior quantidade de células CD8+ comparado ao AH Plus em rE (p < 0,05). Para
CD20 em rC, aos 7 dias, foi observado que o grupo Endofill apresentou maior quantidade de
células CD20+ quando comparado aos grupos Controle e Sealapex (p < 0,05). Em rE aos 7 dias,



foi observado que o grupo Endofill apresentou maior quantidade de células CD20+ quando
comparado ao grupo Controle (p < 0,05). Aos 7 dias o grupo Controle em rC apresentou maior
quantidade de células CD20+ comparado ao grupo Controle em rE (p < 0,05). Para PSR, na
comparagdo entre os grupos em rC, aos 7 dias, 0s grupos Sealapex e Endofill apresentaram
maior percentual de fibras imaturas e menor percentual de fibras maduras quando comparados
aos grupos Controle e AH Plus (p < 0,05). O grupo Controle, Sealapex e Endofill em rE
apresentaram maior percentual de fibras imaturas e menor percentual de fibras maduras
comparado aos grupos Controle, Sealapex e Endofill em rC (p < 0,05). O grupo AH Plus em
rE, tanto aos 7 dias quando aos 30 dias apresentou maior percentual de fibras imaturas e menor
percentual de fibras maduras comparado ao grupo AH Plus em rC p < 0,05. Apenas no grupo
Sealapex, tanto em rC quando em rE, foram observadas estruturas coradas em negro na
coloracdo von Kossa, cristais birrefringentes sob luz polarizada e imunomarcacéo positiva para
OCN. Além disso, em rC houve maior imunomarcacao para OCN comparado a rE (p < 0,05).
Conclusdo: O estresse cronico influenciou a resposta tecidual de cimentos endodonticos,
aumentando o infiltrado inflamatdrio e retardando o reparo tecidual. Ainda, o estresse cronico

reduziu a capacidade de biomineralizacdo do material que possui esta habilidade.

Palavras—chave: Materiais dentarios. Inflamac&o. Biomineralizacdo. Corticosterona.



JUSTO, MP. Influence of chronic stress on tissue response of endodontic sealers. 2022. 67
f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2022.

ABSTRACT

Objective: This study aimed to correlate chronic stress with the tissue response of different
types of endodontic cements using the ISO 10993-6:2016 model for subcutaneous tissue
implantation tests. Methods: 28 Wistar rats were used, divided into two groups (n=14): control
rats (rC) and stressed rats (rE). Four polyethylene tubes were implanted in each rat, 1 empty for
control, and the others containing one of the endodontic cements selected for the study
(Sealapex®, Endofill® and AH Plus®). The evaluation periods were 7 and 30 days (n=7/time).
After euthanasia, blood was collected for corticosterone dosage by the ELISA method, and then
the tubes and surrounding tissue were removed and processed for histological and
immunohistochemical analysis. Inflammation was assessed in tissue sections stained in H.E.
and by immunohistochemical staining for IL-6, IL-17, TNF-a, CD8 and CD20; collagen, by
Picrosirius red staining (PSR); biomineralization, by von Kossa staining (vK) and in sections
without staining by polarized light (POL), as well as by osteocalcin (OCN) analysis. For all
tests employed, a significance level of 5% (p<0.05) was considered. Results: An increase in
corticosterone was observed in rE compared to rC, only in the 7-day period (p < 0.05). Animals
in the rE group less body weight gain compared to animals in rC (p < 0.05). Histological
analysis in rC at 7 days showed that the Endofill group showed more intense inflammatory
infiltrate compared to Control (p = 0.031). In rE there was no difference between the groups in
any period (p > 0.05). Comparing the response of each group according to the presence or
absence of stress, it was observed that only at 7 days the control group in rE presented a more
intense inflammatory infiltrate than the Control group in rC (p < 0.005). There was no
difference between groups for IL-6 in any of the comparisons and periods (p > 0.05). For IL-
17 in rC, at 7 days, the Endofill group showed more intense inflammatory infiltrate compared
to the Control (p < 0.05). For TNF-a, it was observed at 7 days that the control group in rE
showed greater immunolabeling compared to the Control group in rC (p < 0.05). For CD8, at
30 days, it was observed that the AH Plus group in rC showed a greater amount of CD8+ cells
compared to AH Plus in rE (p < 0.05). For CD20 in rC, at 7 days, the Endofill group had more
CD20+ cells when compared to the Control and Sealapex groups (p < 0.05). In rE, at 7 days, it
was observed that the Endofill group presented a greater amount of CD20+ cells when

compared to the Control group (p < 0.05). At 7 days, the Control group in rC presented a greater



amount of CD20+ cells compared to the Control group in rE (p < 0.05). For PSR, when
comparing the groups in rC, at 7 days, the Sealapex and Endofill groups showed a higher
percentage of immature fibers and a lower percentage of mature fibers when compared to the
Control and AH Plus groups (p < 0.05). The Control, Sealapex and Endofill groups in rE
showed a higher percentage of immature fibers and a lower percentage of mature fibers
compared to the Control, Sealapex and Endofill groups in rC (p < 0.05). The AH Plus group in
rE, both at 7 days and 30 days showed a higher percentage of immature fibers and a lower
percentage of mature fibers compared to the AH Plus group in rC (p < 0.05). Only in the
Sealapex group, both in rC and rE, structures stained black in von Kossa staining, birefringent
crystals under polarized light and positive immunostaining for OCN were observed.
Furthermore, in rC there was greater immunostaining for OCN compared to rE (p < 0.05).
Conclusion: Chronic stress influenced the tissue response of endodontic sealers, increasing the
inflammatory infiltrate and delaying tissue repair. Still, chronic stress reduced the
biomineralization capacity of the material that has this ability.

Keywords: Dental Materials. Inflammation. Biomineralization. Corticosterone.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O estresse € um mecanismo fisiologico de defesa do organismo. Os sistemas que
atuam no processo adaptativo, os chamados agentes estressores sdo 0 Sistema nervoso,
principalmente o cérebro, e o sistema imunoldgico (DRAGOS; TANASESCU, 2010), e as
principais vias de interacdo entre esses dois sistemas, 0 eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA), o sistema nervoso simpéatico (SNS) e seus componentes pré-inflamatérios,
imunologicos e metabolicos (GODOY et al., 2018, MCEWEN et al., 2015).

O cérebro é o 6rgdo base de sinalizacdo para o sistema imunoldgico e seu papel
modulador acontece a partir de vias de regulacdo neuroimunoldgica, que quando em desajuste
podem ser precursoras de um feedback positivo de amplificagéo da inflamacdo (NUSSLOCK;
MILLER, 2016). Regides como amigdala, cortex pré-frontal, hipocampo e nucleo
paraventricular do hipotdlamo sdo regiGes importantes na resposta a eventos estressores e ao
perceberem o estimulo estressor, neurénios amigdalianos propagam sinais para o hipocampo e
outras regides cerebrais, 0 que resulta numa resposta de luta ou fuga mediado pelo Sistema
Nervoso Simpatico e eixo HPA (MACCARI; MORLEY-FLETCHER, 2007; MCEWEN et al.,
2015). A progressado deste processo se da do Sistema Nervoso Central para o Sistema Nervoso
Periférico onde héa a liberacdo de hormdnios como a norepinefrina e concomitante liberacao de
mediadores inflamatorios e células do sistema imune (DANESE; LEWIS, 2017; MACCARI;
MORLEY-FLETCHER, 2007). Este circuito de ameacas neural ¢ bidirecional, ou seja, também
flui do SNP para o SNC, onde os biomarcadores da inflamacdo e hormoénios do estresse
trafegam até o cérebro onde modulam e sensibilizam regides e vias neurais relacionadas ao
estresse (DANESE; LEWIS, 2017; MACCARI; MORLEY-FLETCHER, 2007; NUSSLOCK;
MILLER, 2016).

O desajuste no eixo HPA induzido pelo estresse cronico afeta a resposta
neuroendocrina e influéncia na resposta imunologica, através do aumento da concentracédo de
glicocorticoides, de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias (DHABHAR; MCEWEN,
1997; ELENKOQOV, 2002; KELLER-WOOD, 2015; SPIGA et al., 2014). Assim, podemos
considerar que o estresse cronico pode influenciar a resposta inflamatdria, exacerbando eventos

inflamatdrios induzidos por materiais de uso endodonticos.

Em animais, o estresse por restricdo tem se mostrado um modelo experimental
eficiente, pois permite examinar com eficiéncia as mudancas nos niveis de horménios
adrenocorticotrépicos e expressdo de citocinas (BUYNITSKY; MOSTOFSKY, 2009). Nas
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infecgBes orais o estresse crénico aumentou os niveis de citocinas inflamatorias (IL-14, IL-6,
IL-10 e IFN-y) em tecido gengival de ratos (PERUZZO et al., 2008), assim como exacerbou a
resposta inflamatoria e reabsorcéo 6ssea na periodontite apical (MINHOTO et al., 2021). Uma
das linhas de pesquisa desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa é a que investiga a relagédo
existente entre materiais dentérios e alteracfes ou condigdes sistémicas (CINTRA et al., 2018).
Resultados prévios demonstraram que a implantacao de tubos de polietileno contendo cimentos
endodénticos em tecido subcutaneo de ratos hipertensos tiveram resposta inflamatdria mais
exacerbada (MARTINS et al., 2016), assim como em animais diabéticos observou-se inibigédo
da producdo de osteocalcina e osteopontina frente a materiais reparadores (AZEVEDO
QUEIROZ et al., 2018).

As reacdes teciduais de materiais que entram em contato com os tecidos Vvivos
devem ser verificadas segundo as normas ISO para testes de avaliacdo das propriedades
bioldgicas. Dentre estes testes, temos o de avaliacdo do efeito local, utilizando o método de
implantacdo em tecido subcutaneo de ratos (International Organization for Standardization,
2007). Como a resposta inflamatdria para todos os tecidos conjuntivos € semelhante, esta é uma
técnica adequada para avaliarmos a reacdo tecidual de um material endoddntico (FARHAD et
al., 2011; ORSTAVIK, 1988) A biocompatibilidade pode ser avaliada pela observacdo do
processo inflamatdrio em cortes teciduais corados com hematoxilina e eosina (H.E.) (CINTRA
et al., 2017a; GOMES-FILHO et al.,, 2009). Por outro lado, a utilizacdo da técnica
imunoistoquimica nos oferece a possibilidade de compreendermos 0s mecanismos celulares e
moleculares envolvidos com a resposta inflamatéria de forma mais precisa. Os marcadores IL-
6, TNF-o e IL-17 sdo frequentemente utilizados em trabalhos que visam uma maior
compreensdo de fendbmenos que envolvem uma resposta tecidual inflamatéria frente a cimentos
endodonticos (COSME-SILVA et al., 2020; SILVA et al., 2020).

Também devemos considerar que na resposta ao estresse diferentes citocinas
inflamatdrias estdo envolvidas, pois o sistema imunoldgico é afetado por meio de um efeito
imunossupressor, elevando a taxa de apoptose de linfécitos (ESTERLING; KIECOLT-
GLASER; GLASER, 1996) e as concentracdes de citocinas pro-inflamatérias (IL-1 e 1L-6),
fator de necrose tumoral (TNF-a) (CHANCELLOR-FREELAND et al., 1995) e de citocinas
anti-inflamatorias (IL-10 e IL-4) (ROHLEDER, 2019; SPIGA et al., 2014).

A interleucina-6 (IL-6) € uma citocina pleomorfica que esta presente em processos
fisiologicos e patoldgicos incluindo a resposta ao trauma, a infeccéo e ao desenvolvimento e
progressdo de inflamagdo (AZUMA et al., 2014; NIBALI et al., 2012). Sabendo que a



14

diminuicdo da IL-6 é um indicativo de reducdo de inflamacéo induzidas por cimentos (SILVA
et al., 2015), torna-se importante avaliar essa citocina por meio da técnica de

imunohistoquimica.

A produgdo de fator de necrose tumoral (TNF-o) atua de forma importante na
resposta ao tecido danificado ou infeccdo por ter efeito pré-inflamatério inicial, seguido por um
efeito regulador nos estagios tardios da inflamagdo, reduzindo a atividade imune
(ZAKHAROVA; ZIEGLER, 2005). Assim, como a IL-6, 0 TNF-a esta relacionado com a
resposta inflamatdria frente a materiais endodonticos (CHANG et al., 2015, SILVA; ZAIA;
PETERS, 2017).

A resposta ao estresse esta intrinsecamente ligada a sinalizacdo pro-inflamatéria,
envolvendo a liberagdo de TNF-a e IL-6 (BLACK, 1994; CHROUSOS, 1995; DANTZER et
al., 1999; MCCANN et al., 1995; VALLIERES; RIVEST, 1999). Tanto o TNF-a quanto a IL-
6 sdo proteinas de fase aguda secretadas na corrente sanguinea em resposta ao desafio
imunoldgico, sendo que 0 aumento dessas citocinas na auséncia de infec¢do ou tecido lesionado
é considerado anormal (DOFFERHOFF et al.; 1991, KOJ et al., 1988). Perifericamente, a IL-
6 é secretada por macrofagos e mondcitos para estimular a diferenciacdo e proliferacdo de
células B (HODGKIN et al., 1988; MAYER et al., 1991). O TNF-a atua no recrutamento de
linfécitos e monacitos, além de estimular células endoteliais a expressar moléculas de adesdo e
secretar quimiocinas (PFEFFER, 2003; TANSEY; SZYMKOWSKI, 2009). A IL-17, que é
secretada principalmente por células T, denominadas Th 17 (GAFFEN, 2011) apresenta-se
ativa em respostas inflamatdrias, auto-imunes e antimicrobianas a patdgenos em uma variedade
de doencas infecciosas (SCHENKEIN et al., 2010). Em estudo de nosso grupo de pesquisa, foi
verificada a influéncia da infeccdo endoddntica e da doenca periodontal em funcdo da diabetes
na quantificacdo da IL-17 e sua correlagdo com o nimero de neutréfilos (CINTRA et al., 2014).

Assim, o estudo destas citocinas pode revelar uma relagédo entre aspectos
especificos da resposta inflamatoria local e sistémica podendo indicar a influéncia do estresse

na resposta de cimentos endodonticos.

A resposta imunologica inata ndo especifica, € uma resposta rapida a um grande
numero de estimulos. Suas principais células séo os macrofagos, neutréfilos, células dendriticas
e celulas Natural Killers (NK). Ja a resposta imune adquirida, necessita da ativacdo de células
especializadas, os linfocitos, e de suas moléculas soltveis (SAMUEL et al., 2019). Os linfécitos

sdo divididos em dois subtipos, Linfocitos B e Linfocitos T. Os Linfocitos B sdo precursores
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das células formadoras de anticorpos, jA os linfocitos T, participam das reacbes de
hipersensibilidade tardia, e ambas estdo presentes nas lesdes periapicais (TORABINEJAD;
KETTERING, 1985). Assim, elegemos para este estudo o marcador CD8 para a identificacdo
de Linfocitos T citotoxicos e supressores, e 0 marcador CD20, para a identificacao de Linfocitos

B, determinando assim, parte da resposta inflamatdria e seus mecanismos.

Apbs a reducdo do processo inflamatdrio, o processo de reparo se inicia com a
diferenciacdo, migracdo e proliferacdo fibroblastica, seguida da deposicdo e posterior
maturacgdo do colageno. O coldgeno pode ser avaliado por meio da coloracdo de Picrosirius red
(PSR), cuja birrefringéncia permite distinguir as fibras maturas de imaturas (BENETTI et al.,
2020). Assim, relizaremos a coloracao de PSR e analisaremos sob luz polarizada para observar

0 grau de maturacao colagena dos diferentes tipos e cimentos em funcao do stress por retencéo.

Alguns tipos de cimentos podem induzir a biomineralizagdo que pode ser avaliada
pela técnica de von Kossa e por meio da luz polarizada (CINTRA et al., 2017b). A coloracdo
pela técnica de von Kossa é utilizada para detectar estruturas mineralizadas do tecido, que na
analise microscépica aparecem coradas em preto. A observacdo em luz polarizada permite
observar estruturas birrefringentes que possuem cristais de carbonato de calcio originados a
partir da combinacéo dos ions calcio do material e 0 gas carbénico do tecido (GOMES-FILHO
et al., 2009). Ainda, proteinas indicadoras do processo de mineralizacdo, como osteocalcina
(OCN) esta associada com o desencadeamento de deposicao de cristais de célcio, o que nos
leva a visualizar um processo formador de tecido mineral sendo identificado nos locais onde
grandes niveis desse marcador sdo encontrados (COSME-SILVA et al., 2019a). A OCN é uma
proteina ndo colagenosa encontrada em 0sso e dentina que participa no controle da
biomineralizagdo e homeostase de ions calcio nos tecidos frente ao contato com materiais
seladores e/ou indutores do processo mineralizador (COSME-SILVA et al., 2019b). Assim, as
andlises de von Kossa, luz polarizada e imunomarcacdo para OCN podem auxiliar a identificar

o0 potencial biomineralizador dos diferentes tipos e cimentos em fungéo do stress por retengéo.

Com relacdo aos materiais, foram selecionados diferentes tipos de cimentos
endoddnticos. O cimento Sealapex foi selecionado pela capacidade de induzir a mineralizagéo
nos tecidos por possuir 0xido de calcio, que quando em contato com os fluidos tissulares,
formam o hidroxido de calcio, capaz de promover a mineralizacdo de tecidos, além disso, é
biocompativel e osteoindutor (BUENO et al., 2016). A dissociacéo idnica do célcio presente no
hidréxido de célcio e a dissociacdo do didxido de carbono nos tecidos, formam os cristais de
calcita, que irdo promover a mineralizagdo (HOLLAND et al., 2002). O cimento AH Plus foi
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selecionado por ser um dos cimentos mais utilizados no mundo, sendo considerado o padrao
ouro pela literatura cientifica, pois possui excelentes propriedades fisicas (CINTRA et al.,
2017b), além da biocompatibilidade (CINTRA et al., 2017c; SILVA et al., 2013). Apesar de se
mostrar citotoxico em estudos in vitro, sua citotoxicidade é apontada nos periodos iniciais,
sofrendo uma reducdo significante com o passar do tempo (CINTRA et al., 2017c). Apds uma
semana em contato com os tecidos ja se apresenta um material biocompativel (MORGENTAL
et al., 2011). O cimento Endofill, um cimento a base de Oxido de zinco e eugenol, foi
selecionado por possuir uma resposta inflamatdria mais exacerbada quando comparada aos
outros cimentos, além de ser mais citotoxico, caracteristica provavelmente desencadeada pela
presenca do eugenol em sua composicdo, mantendo um processo inflamatério significante
mesmo ap0s periodos mais longos (CINTRA et al.,, 2017c; MARTINS et al.,, 2016;
MORGENTAL et al., 2011). Apesar de suas caracteristicas inflamatorias negativas, esse
cimento possui um grande historico de uso e ainda vem sendo muito utilizado por cirurgides-
dentistas (OLIVEIRA et al., 2010).

Os periodos de observacdo sdo fundamentais para o estudo de materiais de uso
odontolégico. De acordo com a FDI os periodos de observacdo para o estudo de cimentos
endoddnticos sdo: 7, 15, 30, 60 e 90 dias pos-operatérios (AMERICAN NATIONAL
STANDARDS INSTITUTE, 1979; FEDERATION DENTAIRE INTERNATIONAL, 1980).
No presente estudo optamos pelos periodos de 7 e 30 dias, pois o objetivo principal € investigar
a influéncia do estresse sobre o processo inflamatorio, e, para a maioria dos cimentos, é mais

expressivo nos periodos iniciais.

Portanto, a proposta do presente estudo € a de correlacionar o estresse cronico com
as respostas teciduais frente a diferentes tipos de cimentos endodonticos, aplicando
metodologias ja conhecidas e padronizadas.
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2 OBJETIVOS
Objetivo geral

Avaliar a influéncia do estresse por retencéo sobre a resposta tecidual dos cimentos
endodoénticos Sealapex, Endofill e AH Plus empregando o modelo ISO 10993-6:2016, para
testes de implantagéo em tecido subcutaneo.

Objetivos especificos:

- Avaliar os niveis séricos de corticosterona no sangue de ratos estressados (rE) ou
nao (rC).

- Avaliar o infiltrado inflamatorio frente aos diferentes cimentos, pela coloracao
de hematoxilina-eosina (HE), e pela marcacdo imunoistoquimica para os mediadores
inflamatorios IL-6, IL-17 e TNF-a, assim como para células inflamatdrias especificas por
meio da marcacdo do CD8 e CD20, em tecido subcutaneo de rE e rC;

- Avaliar a producdo e maturacdo do colageno frente aos diferentes cimentos, por

meio da coloragéo de Picrosirius red, em tecido subcutaneo de rE e rC;

- Avaliar a biomineralizacdo frente aos diferentes cimentos, pela técnica de von
Kossa, por meio da birrefringéncia a luz polarizada, e pela imunomarcacdo para OCN, em
tecido subcuténeo de rE e rC.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material
- Animais

Foram utilizados 28 ratos machos (Rattus albinus, Wistar), pesando entre 2509 a
2809, com 75 dias de vida, provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia de Aracatuba
- UNESP. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura entre 22 e 24°C com ciclo
de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro) e em gaiolas coletivas, quatro ratos por
gaiola, alimentados durante todo o periodo experimental com dieta s6lida e agua “ad libitum”,
exceto nas primeiras 24 horas ap6s a intervencdo. Os procedimentos experimentais propostos
foram aprovados pela Comisséo de Etica em Pesquisa no Uso de Animais — CEUA (Processo
FOA n° 0250-2021).

- Drogas

Os animais ficaram em quarentena para adaptacdo no novo habitat e para contencéo
de alguma possivel doenca de facil propagacdo. Uma semana antecedente ao procedimento
cirurgico, os animais foram vermifugados com Ivermectina 1% (Boehringer Ingelheim Animal
Health do Brasil Ltda, Paulinia, Brasil) via oral (0,3 ml dissolvidos em 1 litro de agua) por um

periodo de 5 dias.

O protocolo anestésico utilizado para o procedimento cirurgico de implantacao dos
tubos foi a base de Xilazina 2% (relaxante muscular, analgésico e sedativo, Xilazin, Syntec —
Barueri, Brasil — 10mg/Kg) e a base de Cloridrato de Cetamina a 10% (Cetamin, Syntec —
Barueri, Brasil — 80mg/Kg), via intramuscular. Para eutanasia, 0s animais foram anestesiados
via intraperitoneal com Thiopentax® 3% (Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda,
Itapira, Brasil), na dosagem de 150mg/kg e, em seguida, foram decapitados com o auxilio de

uma guilhotina.

- Cimentos endodonticos utilizados

Foram utilizados o cimento Sealapex® (Kerr Endodontics, SybronEndo, Joinville,
Brasil, Endofill® (DENTSPLY Industria e Comércio Ltda. Pirassununga, Brasil) e AH Plus®
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(DENTSPLY Industria e Comércio Ltda. Pirassununga, Brasil) (Figura 1). Cada cimento foi

preparado de acordo com a especificagdes do fabricante e imediatamente inseridos nos tubos

de polietileno. As especificacfes de cada produto estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1 - Nome comercial e composi¢ao dos cimentos endoddnticos utilizados

Nome/ Marca comercial

Composicdo

Sealapex

(Kerr Endodontics)

Catalisador:  Salicilato de isobutila, trioxido de
bismuto, dioxido de titdnio,  pigmentos.
Pasta base: Oxido de zinco, resina polimérica,
hidroxido de calcio.

Endofill

(Dentsply Sirona)

P6: Oxido de Zinco, Resina Hidrogenada,
Subcarbonato de Bismuto, Sulfato de Bério e Borato
de Saédio.
Liquido: Eugenol, Oleo de Améndoas e BHT.

AH Plus

(Dentsply Sirona)

Pasta A (cor ambar): Bisphenol-A epoxy resin,
Bisphenol-F epoxy resin, Tungstato de calcio, Oxido
de Zirconio, Silica, Pigmentos de 6xido de ferro.

Pasta B (cor branca): Dibenzyldiamine,
Aminoadamentane, Tricyclodecane-diamine,
Tungstato de calcio, Oxido de zirconio, Silica, Oleo
de silicone.

Fonte: Justo, 2022

Figura 1 - Cimentos endoddnticos selecionados para o estudo (AH Plus®, Endofill® e Sealapex®)

Fonte: Justo, 2022
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3.2 Métodos

- Implantacgéo dos tubos

Foram utilizados 112 tubos de polietileno (Abbot Lab. Do Brasil Ltda., Sdo Paulo,
Brasil) com 1,0 mm de didmetro interno, 1,6 mm de diametro externo e 10,0 mm de
comprimento (ISO 10993-6:2016) (International Organization for Standardization, 2016) os
quais foram esterilizados em 6xido de etileno (1SO 10993-7:2008) (International Organization
for Standardization, 2008).

Os animais foram inicialmente pesados, e o protocolo anestésico descrito
anteriormente foi utilizado. O periodo de trabalho com cada animal ndo ultrapassou 5 minutos

e ndo houve necessidade de complementacao anestésica.

ApoOs a anestesia, foi feita a tricotomia da regido dorsal e lavagem da area com a
finalidade de se evitar contaminacao do campo cirargico pela presenca de pelos. A antissepsia
da area desprovida de pelos foi efetuada com solucdo de iodo 5%. Em seguida, o procedimento
cirurgico iniciou-se, realizando uma incisdo com lamina de bisturi nimero 15 no dorso do
animal (tendo a coluna vertebral como linha média de marcacgdo). Apds a divulsdo do tecido
subcutaneo para o lado esquerdo da porcao cranial e caudal e direito da porgéo cranial e caudal,
cada bolsa recebeu um tubo com auxilio de pinca reta. Assim, cada animal recebeu quatro tubos,
sendo trés preenchidos com um dos cimentos e um tubo vazio para controle. O tecido foi
suturado com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson e Johnson, S&o Paulo, Brasil) ndo reabsorvivel
e antissepsia final foi realizada com solucdo de iodo 5% (Figura 2). Os animais foram

acompanhados até se recuperarem da anestesia antes de retornarem ao biotério.
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Figura 2 - Sequéncia operatoria da implantacao de tubos de polietileno na regido dorsal do animal

Fonte: Justo, 2022

- Inducéo do estresse crénico por retencédo

Para inducéo do estresse cronico foi utilizado o modelo de retengdo fisica descrito
na literatura (BUYNITSKY; MOSTOFSKY, 2009; PARE; GLAVIN, 1986) com pequena
modificacdo pois tinhamos aparelhos projetados e construidos especificamente para este fim.
Os aparelhos foram construidos com material acrilico resistente e transparente composto cada
um por 5 espagos retangulares individuais de largura fixa e comprimento ajustavel com orificios
para ventilacdo. Cada espago possui uma alavanca individual que quando colocada e ativada
diminui a area de movimentacdo do animal para uma &rea proxima ao seu comprimento,
determinando assim, a imobilizacdo fisica (Figura 3). Para o estimulo estressor os animais
foram colocados nas vagas individuais e as alavancas foram ajustadas para inducéo do estresse

por contencdo (Figura 4).
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Fonte: Justo, 2022

Os animais a serem submetidos ao estresse (rE), foram transportados da sala da
coldnia para uma sala tranquila e isolada. Os animais foram submetidos a retencdo por 2 horas
diarias das 8h as 10h. Empregamos o periodo de uma sessdo de 2 horas que é considerado
suficiente para ativar o eixo HPA e aumentar niveis circulantes de corticosterona
(BUYNITSKY; MOSTOFSKY, 2009; ECHEVERRY; GUIMARAES; DEL BEL, 2004). Com
7 dias de imobilizacdo fisica, os animais j& podem ser considerados estressados, com a ativagao
do eixo HPA, sendo que 14 dias é o maximo de tempo que esses animais podem ser estressados
sem se habituar ao estimulo. No inicio do experimento, os animais foram submetidos ao
estimulo estressor durante 7 dias, para que estivessem estressados no momento da implantacao
dos tubos. Os animais do primeiro periodo experimental passaram por 14 dias de indugdo do
estresse para ativar o eixo HPA (7 dias antes e 7 dias depois da cirurgia de implantacdo dos
tubos). Ja os animais do segundo tempo experimental (30 dias), embora ja sejam considerados
animais estressados, passaram por um periodo de 9 dias sem imobilizacéo fisica, e em seguida
foram submetidos a mais 7 dias de estresse por retencdo, até 0 momento da eutanasia. Esse
cronograma foi adotado para evitar que os animais ficassem habituados com o estimulo
estressor. Os animais do grupo controle (rC) foram mantidos em suas gaiolas sem serem

perturbados, exceto no momento da pesagem.
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Figura 4 - Manuseio dos animais e do aparelho. Em (1) animal é colocado no aparelho e ajuste da
alavanca para manutenc¢do do animal imobilizado em (2). Disposic¢éo final do animal em (3)

Fonte: Justo, 2022

O “timeline” do experimento pode ser observado abaixo:

Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 23 Dia 30
I I I I I

7 dias de estresse 7 dias de estresse Pausa de 3 dias 7 dias de estresse

Inicio Implantagéo Eutanésia Eutanésia
experimental dos tubos 7 dias 30 dias

- Grupos Experimentais

Os animais foram submetidos ao estresse de forma randomizada, ficando assim
divididos em ratos controle (rC) e ratos estressados (rE). Como cada animal recebeu 4
implantes, sendo 3 com cimentos e 1 tubo vazio, ao final obtivemos 8 grupos apresentados na
tabela 2.
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Tabela 2 - Grupos experimentais conforme a presenca do estresse e materiais teste

Condicéo Materiais teste
sistémica Controle/Vazio Sealapex AH Plus Endofil
Ratos sem

Grupo Controle  Grupo Sealapex  Grupo AH Plus  Grupo Endofill
estresse — rC

Ratos estressados  Grupo Controle  Grupo Sealapex  Grupo AH Plus  Grupo Endofill
-rE estressados estressados estressados estressados

Fonte: Justo, 2022

- Eutanésia e coleta de amostra de sangue

Os periodos de avaliacdo foram de 7 e 30 dias. A cada tempo experimental, 7
animais foram eutanasiados. Os animais foram anestesiados via intraperitoneal com
Thiopentax® 3% (Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira, Brasil), na
dosagem de 150mg/kg. Em seguida foi realizada a eutanésia com o auxilio de equipamento
apropriado, a guilhotina, e o sangue foi coletado diretamente do tronco. As amostras de sangue
foram transferidas para tubos contendo EDTA e centrifugadas a 800x g por 15 minutos, a 4°C.
O plasma obtido foi armazenado a -80°C até o dia da analise da concentracdo plasmatica de

corticosterona.

- Dosagem do hormdnio corticosterona pelo método ELISA

A concentracOes de corticosterona presente no plasma foi mensurada por meio de
ensaios enzimaticos (ELISA), utilizando kit comercial Elabscience Biotechnology Co. Ltd.,

USA (Figura 5) seguindo as recomendagdes do fabricante.
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Figura 5 - Kit ELISA Elabscience

Fonte: Justo, 2022

Os reagentes foram preparados de acordo com as instrucfes do fabricante. Apos a
preparacdo, foram adicionados 50uL da amostra em cada pogo. Imediatamente foram
adicionados 50uL do reagente “Biotinylated Detection Ab” em cada pogo e incubado por 45
min a 37°C. O conteudo da placa foi aspirado e lavado com a solucdo “Wash buffer” por 3
vezes. Em seguida, foram adicionamos 100uL do “HRP Conjugate” em cada poc¢o e incubado
por 30 min a 37°C. O conteldo da placa foi aspirado e lavado por mais 5 vezes. Foi adicionado
90uL do “Substrate Reagent” e incubado por 15 min a 37°C. Em seguida adicionamos 50uL da
solucdo de parada “Stop Solution”. A leitura da reacdo colorimétrica foi realizada
imediatamente a 450 nm em leitor de microplacas (EPOCHH, Bio Tek Instruments, Inc,
Hinghland Park, Winooski, USA). A concentracdo plasmatica analisada foi determinada a partir
dos valores obtidos com a curva padrdo realizada com as diferentes dilui¢bes da proteina

recombinante.

- Coleta do tecido subcutaneo com os tubos de polietileno e processamento laboratorial

Ap6bs sacrificio, foi realizada novamente tricotomia da regido dorsal e antissepsia
da area com solucéo de iodo a 5%. Logo apds, foi realizada nova incisdo com lamina de bisturi
numero 15 utilizando a coluna vertebral como linha média de marcacdo. Os tubos foram

localizados e removidos juntamente com os tecidos circundantes e foram fixados em solucéo
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formalina a 10% e pH 7. As amostras foram processadas, incluidas em parafina, cortadas
seriadamente com 5um de espessura e montadas em laminas para as coloragdes de H.E.,
Picrosirios red e marcacdes imunoistoquimicas (Figura 6). Outros cortes de 10um foram
obtidos e as laminas montadas para coloracéo pela técnica de von Kossa ou permanecerem sem

coloragéo para serem observadas sob luz polarizada.

Figura 6 - Confeccao dos cortes histoldgicos do tecido

Fonte: Justo, 2022

Para a técnica da imunoistoquimica, os cortes histoldgicos foram desparafinizados em
xilol e hidratados em etanol. A recuperagdo antigénica foi realizada através da imersdo das
l&aminas histologicas em tampédo Diva Decloaker® (Biocare Medical, CA, USA), em camara
pressurizada Decloaking Chamber® (Biocare Medical,CA, USA), a 95°C, por 10 minutos. Ao
término de cada uma das etapas da reagcdo imunoistoquimica foram efetuadas lavagens em
tampdo fosfato salino (PBS) 0,1M, pH 7,4. Os cortes histolégicos foram imersos em 3% de
peréxido de hidrogénio por 1 hora e em 1% de soro albumina bovino por 12 horas, para o
blogueio da peroxidase enddgena e bloqueio dos sitios inespecificos, respectivamente. As
laminas histoldgicas foram submetidas a incubagdo com seus respectivos anticorpos primarios
diluidos em PBS acrescido de 0,1% Triton X-100 (PBS-TX), durante 24 horas, em camara
Umida. Nas etapas subsequentes foi empregado o Universal Dako Labeled (HRP) Streptavidin-
Biotin Kit® (Dako Laboratories, CA, USA). As seccles histolégicas foram incubadas no

anticorpo secundario biotinilado, durante 2 horas, e posteriormente tratadas com estreptavidina
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conjugada com 12 a peroxidase da raiz forte (HRP), por 1 hora. Na revelacdo foi empregado
como cromogeno o 3,3’- tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako
Laboratories, CA, USA).

- Analise histologica e imunoistoquimica

Os resultados foram expostos por meio de analises descritiva, qualitativa e
quantitativa, referentes a cada grupo experimental e tempo pos-operatério. As laminas contendo
0s cortes mais representativos de cada espécime foram avaliadas sob a microscopia Optica e
utilizadas na andlise descritiva. A analise histomorfoldgica qualitativa consistiu na descricao
dos fendémenos histopatoldgicos, procurando caracteriza-los globalmente em funcdo das
varidveis experimentais. As analises qualitativa e quantitativa foram realizadas seguindo os

critérios previamente definidos:

. Critério infiltrado inflamatorio

Esta andlise consistiu na avaliacdo das condicOes histopatoldgicas das estruturas
examinadas, atribuindo magnitudes registradas sob a forma de escores de 1 a 4 para resposta
inflamatéria (FEDERATION DENTAIRE INTERNATIONAL, 1980), possibilitando dados
para andlise estatistica no Software SigmaPlot 12.0™ (Chicago, IL, USA). A intensidade do
processo inflamatério foi analisada em conformidade com o numero médio de células
inflamatorias presentes em diferentes campos, de um mesmo espécime, examinados em
aumento de 400X. O método de avaliacdo foi pela atribuicdo de escores e baseado nos critérios
descritos por Orstavik (1988), Federation Dentaire International (1980) e Cintra et al. (2017c),
assim considerados: Escore 1 - Celulas inflamatorias ausentes ou em numero desprezivel,
Escore 2 - Infiltrado inflamatorio discreto (menos de 25 células por campo); Escore 3 -
Infiltrado inflamatério moderado (entre 25 e 125 células por campo); Escore 4 - Infiltrado

inflamatdrio severo (mais que 125 células por campo).
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o Critério fibrosamento (HE)

O fibrosamento foi analisado por meio da mensuracao da capsula fibrosa. A capsula

foi considerada fina quando menor ou igual a 150um e espessa quando maior que 150um.

o Criterios biomineralizacédo (von Kossa, Luz polarizada e OCN)

O potencial de biomineralizacdo foi analisado pela presenca ou auséncia de
marcagao positiva para calcio pela técnica de von Kossa, cujas estruturas sdo coradas em negro.
Foram também utilizados cortes sem coloragdo, observados sob luz polarizada, para verificacéo
da birrefringéncia de granulacdes de calcita. A biomineralizacdo também foi analisada pela
presenca de células OCN-positivas. As células imunomarcadas foram contadas em regifes
proximas a abertura do tubo em aumentos de 400x e divididas pela area considerada, obtendo-
se assim a densidade de células OCN™ por pm?.

. Critério maturacéo do Colageno (PSR)

Os niveis de maturacao das fibras de colageno foram analisados nas secc¢des coradas
por PSR sob microscopia de luz polarizada. O programa Leica LAS 4.12 (Leica Microsystems,
Nussloch — Germany) foi utilizado permitindo a selecdo de cores correspondentes para cada
tipo de fibra de colageno nos tecidos subcutaneos. Apds a selecdo de cores, o programa calculou
automaticamente a area referente a cada tipo de fibra. As fibras amarelas esverdeadas foram
consideradas imaturas e finas, enquanto as fibras vermelhas amareladas foram consideradas

maduras e grossas.

o Criterio mediadores inflamatorios (IL-6, IL-17 e TNF-«)

Os mediadores inflamatorios foram analisados em conformidade com o numero
médio aproximado de marcagdes intracelular e matriz extracelular presentes em um mesmo
espécime, examinados em aumento de 400X. Este namero médio de células foi classificado nos
seguintes escores (CINTRA et al., 2016): Escore 1 - Auséncia de imunocoloracdo na regido de
interesse; Escore 2 - Leve padrdo de imunomarcacao, cerca de ¥ de células imunomarcadas e
baixa marcacdo na matriz extracelular; Escore 3 - Moderado padréo de imunomarcagéo, cerca

de ¥ das células imunomarcadas e moderada marcacdo na matriz extracelular; Escore 4 —
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Intenso padrdo de imunomarcacdo, cerca de ¥ de células imunomarcadas e forte marcagdo na

matriz extracelular.

o Marcadores celulares (CD8 e CD20)

A guantificacdo microscopica dos linfdcitos T citotoxicos/supressores e linfocitos
B presentes nos espécimes examinados foram realizadas utilizando-se o Software Leica LAS
4.12 (Leica Microsystems, Nussloch — Germany). As células consideradas positivas foram
aquelas que mostravam marcacdo completa da membrana citoplasmatica, numa coloracdo
acastanhada. As células imunomarcadas foram contadas em regides proximas a abertura do tubo
em aumentos de 400x e divididas pela area considerada, obtendo-se assim a densidade de
células CD8* e CD20* por um?.

- Andlise Estatistica

A avaliacdo microscépica foi efetuada por 1 observador cego e calibrado. A anélise
estatistica foi realizada por meio do programa SigmaPlot 12.0™ (Chicago, IL, USA). A
verificagdo da distribuicdo normal das varidveis continuas quantitativas foi feita pelos testes de
Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. As variaveis que apresentarem distribuicdo normal
foram expressas em média e +- desvio padrdo e aquelas que apresentarem distribuicdo nédo
normal foram expressas em mediana com valor minimo e maximo e percentis. Os valores
quantitativos das andlises que seguiram uma distribuicdo normal foram aplicados o teste
ANOVA, enguanto que para comparacdes multiplas dos resultados entre os grupos estudados,

foi realizado o teste Tukey.

Para as analises em escores e para 0s valores quantitativos das analises que néo
seguirdo uma distribuicdo normal, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis, e quando observada
alguma diferenca significativa, foi realizado o cruzamento entre os grupos, pelo teste de
comparag6es multiplas de Dunn. Também foi empregado o teste de Mann Whitney (SIEGEL
et al., 1956) para comparacdo entre dois grupos isoladamente. Para todos os testes empregados

foi considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Concentracéo de Corticosterona

A andlise do nivel de corticosterona presente no plasma foi realizada e os achados
podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3 - Média e desvio padrédo (média + SD) para valores da concentragdo de corticosterona
em rC e rE nos periodos experimentais de 7 e 30 dias

Nivel de corticosterona (médiatDP)

Animais

7 dias 30 dias
Ratos sem estresse — rC 7,36 £2,102 8,56 + 2,882
Ratos estressados - rE 12,73 £ 4,630 10,94 + 3,322

*Letras iguais nas colunas indicam a auséncia de diferencas estatisticas entre os grupos (p>0,05).

Fonte: Justo, 2022

Observou-se que rE no periodo de 7 dias apresentaram aumento da concentracdo
plasmética de corticosterona quando comparados a rC do mesmo periodo com diferenca
estatisticamente significante (p = 0,021). No periodo experimental de 30 dias pode-se observar

discreto aumento em rE comparado a rC, mas sem diferenca significante entre si (p = 0,148).

4.2 Peso dos Animais

O peso dos animais pode ser observado na tabela 4.

Tabela 4 - Média do ganho percentual de peso e desvio padrdo (média £ SD) em rC e rE nos
periodos experimentais de 7 e 30 dias

Ganho de peso percentual (médiatDP)

Animais

7 dias 30 dias
Ratos sem estresse - rC 28,55 + 5,082 66,13 + 7,352
Ratos estressados - rE 18,26 £ 4,71b 50,83 + 6,58°

*Letras iguais nas colunas indicam a auséncia de diferencas estatisticas entre os grupos (p> 0,05).

Fonte: Justo, 2022
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Aos 7 e 30 dias observou-se que rC apresentaram percentual de ganho de peso
corporal mais elevado quando comparado a rE, com diferenca estatisticamente significante (p
=0,002; p = 0,001).

4.3 Perfil Inflamatério (HE e Citocinas IL-6, IL-17 E TNF-a)

As imagens representativas dos diferentes espécimes de todos os grupos sao

mostradas na figura 7.

Figura 7. Imagens representativas das reacdes do tecido subcutaneo para rC (al-a8) e rE (b1-b8)
para cada tipo de cimento e grupo controle aos 7 dias (al-a4; b1-4) e 30 dias (a5-a8 a b5-b8). (al,
b1, a5, b5 - Controle; a2, b2, a6, b6 - Sealapex; a3, b3, a7, b7 — Endofill; a4, b4, a8, b8 — AH Plus).
(Coloragdo de Hematoxilina-eosina, 100x).

fal 2

Fonte: Justo, 2022
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Grupos Controle

Aos 7 dias, o grupo Controle em rC apresentou intensidade da reacao inflamatoria
mais branda e o tecido foi caracterizado pela presenca de células cronicas, fibroblastos e sangue
vasos, bem como a auséncia de células gigantes e cdpsulas fibrosas. Aos 30 dias foi possivel
observar tecido mais organizado com predominancia de fibras conjuntivas, fibroblastos e
auséncia de areas necroticas e células gigantes. Em rE aos 7 dias, o grupo Controle apresentou
reacao inflamatdria moderada. O tecido foi infiltrado com células cronicas e poucos neutrofilos.
Aos 30 dias foi possivel observar tecido mais organizado com predominancia de fibras
conjuntivas, fibroblastos e auséncia de areas necréticas e células gigantes.

Grupo Sealapex

Aos 7 dias, tanto em rC quando em rE, observou-se reagdo inflamatdria moderada
composta principalmente de linfécitos e macr6fagos na cépsula fibrosa espessa. Aos 30 dias,

tanto em rC quando em rE, a intensidade da inflamacéo foi reduzida e considerada discreta.

Grupo Endofill

Aos 7 dias, tanto em rC quando em rE, observou-se reacdo inflamatoria intensa,
com um infiltrado linfoplasmatico abundante e grande quantidade de macréfagos. Em algumas
amostras, eosinofilos, neutrofilos, células gigantes e formacdo de abscesso puderam ser
observados. A condensacdo fibrosa era irrelevante ou inexistente ap6s 7 dias e se tornou mais
evidente, embora ndo muito espessa ou desorganizada, ap6s 30 dias.

Grupo AH Plus

Aos 7 dias, em rC quando em rE, observou-se reagdo inflamatdéria moderada. O
tecido foi infiltrado com neutrdfilos e macrofagos. Aos 30 dias, foi possivel observar tecido
mais organizado com predominancia de fibras conectivas, fibroblastos e auséncia de areas
necroticas e células gigantes. Uma capsula fibrosa estava presente, embora ndo completamente

formada.

Comparagao entre 0s grupos
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Na comparagdo entre os grupos em rC aos 7 dias, foi observado que o grupo
Endofill apresentou infiltrado inflamatdrio mais intenso em comparacdo ao grupo Controle (p
= 0,031). Aos 30 dias ndo houve diferenca entre os grupos (p = 0,662). Em rE, ndo houve
diferenca entre os grupos aos 7 (p = 0,692) nem aos 30 dias (p = 0,124). Comparando a resposta
de cada grupo em fungéo da presenca ou ndo do estresse, observou-se que aos 7 dias 0 grupo
Controle em rE apresentou infiltrado inflamatério mais intenso que o grupo Controle em rC (p

=0,038). No periodo de 30 dias ndo houve diferenca em nenhuma das comparacdes.

Os escores atribuidos para cada um dos parametros analisados estdo apresentados
na tabela 5.
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Tabela 5 - Escores medianos e interquartis atribuidos para a resposta inflamatoria dos grupos Controle e de cimentos endodénticos em rC e rE

Grupos (escores medianos e interquartis)
Periodo e critérios

- Controle + Sealapex + ] Endofill + AH Plus +
de analise Controle Sealapex Endofill AH Plus
estresse estresse estresse estresse
HE* 2(2-3)" 4(2-4)7 3(2-4)"Ba 3(2-4)" 4(3-4)B? 4(3-4)" 3(2-4)"Ba 3(3-4)"
IL-6* 3(3-4)" 4(3-4)" 3(3-4)" 3(3-4)" 4(3-4)" 4(3-4)" 3(3-4)" 4(3-4)"
7 dias
IL-17*  3(2-3)* 3(3-4)" 3(3-4)"Ba 3(3-4)" 4(3-4)B2 4(3-4)" 3(3-4)"Ba 4(3-4) A
TNF-a*  3(2-3)" 3(3-4)~° 3(2-4)" 3(2-4)" 3(3-4)" 4(3-4)" 3(2-3)" 3(2-4)"
HE* 1(1-2)" 2(1-2)" 2(1-3)" 2(1-4)"e 2(1-3)" 3(2-4)" 2(1-3)"2 2(1-3)"
IL-6* 3(2-4)" 3(2-4)" 3(2-4)" 3(3-4)" 3(3-4)"e 3(3-4)" 3(2-3)" 3(2-4)"
30 dias
IL-17*  3(2-3)* 3(2-3)" 3(2-3)" 3(3-4)" 3(3-4)" 3(3-4)" 3(2-3)" 3(3-4) A@
TNF-a*  3(2-3)" 3(2-4)" 3(2-4)" 3(2-4)" 3(3-4)" 3(3-4)" 3(2-3)" 3(2-3)"

*Letras mailsculas iguais representam auséncia de diferenca estatistica na analise entre os grupos em rC ou rE em cada tempo. Letras minusculas iguais representam auséncia de
diferenca estatistica na analise entre dois grupos em fungéo do estresse em cada tempo. (Controle versus Controle + estresse; Sealapex versus Sealapex + estresse; Endofill versus
Endofill + estresse; AH Plus versus AH Plus + estresse).

Fonte: Justo, 2022
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As imagens representativas dos diferentes espécimes de todos os grupos sao

mostradas nas figuras de 8 a 10.

Figura 8 - Imagens representativas das reagdes do tecido subcuténeo para rC (al-a8) e rE (bl-
b8) para cada tipo de cimento e grupo controle aos 7 dias (al-a4; b1-4) e 30 dias (a5-a8 a b5-
b8). (al, bl, a5, b5 - Controle; a2, b2, a6, b6 - Sealapex; a3, b3, a7, b7 — Endofill; a4, b4, a8, b8
— AH Plus). (IL-6, 1000x)
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Fonte: Justo, 2022

Para IL-6, tanto em rC quanto em rE, aos 7 e 30 dias, ndo foram observadas
diferencgas estatisticas. Comparando a resposta de cada grupo em fungdo da presenga ou ndo do

estresse, também n&do houve diferenga em nenhuma das comparacdes e em nenhum periodo.
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Figura 9 - Imagens representativas das reac¢des do tecido subcutaneo para rC (al-a8) e rE (b1-b8)
para cada tipo de cimento e grupo controle aos 7 dias (al-a4; b1-4) e 30 dias (a5-a8 a b5-b8). (al,
b1, a5, b5 - Controle; a2, b2, a6, b6 - Sealapex; a3, b3, a7, b7 — Endofill; a4, b4, a8, b8 — AH Plus).
(1L-17, 1000x).
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Fonte: Justo, 2022

Para IL-17, em rC, aos 7 dias, o grupo Endofill apresentou infiltrado inflamatério
mais intenso quando comparado ao grupo Controle (p =0,010). Aos 30 dias ndo houve diferenca
entre os grupos (p = 0,073). Em rE, ndo houve diferencga entre os grupos aos 7 (p = 0,337) nem
aos 30 dias (p = 0,133). Comparando a resposta de cada grupo em funcéo da presenca ou nao

do estresse, ndo houve diferenga em nenhuma das comparacgdes e em nenhum periodo.
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Figura 10 - Imagens representativas das reagdes do tecido subcutaneo para rC (al-a8) e rE (bl-

b8) para cada tipo de cimento e grupo controle aos 7 dias (al-a4; b1-4) e 30 dias (a5-a8 a b5-b8).
(al, bl, a5, b5 - Controle; a2, b2, a6, b6 - Sealapex; a3, b3, a7, b7 — Endofill; a4, b4, a8, b8 — AH
Plus). (TNF-a, 1000x)
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Fonte: Justo, 2022

Para TNF- o, em rC, aos 7 e 30 dias, ndo foram observadas diferencas estatisticas,
assim como na comparagéo entre os grupos em rE nos 2 periodos. Comparando a resposta de
cada grupo em fungédo da presenca ou ndo do estresse, observou-se que aos 7 dias o grupo
Controle em rE apresentou maior imunomarcagdo para TNF-a que o grupo controle em rC (p
= 0,049). No periodo de 30 dias ndo houve diferenca em nenhuma das comparacdes.
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4.4 CD8e CD20

As imagens representativas dos diferentes espécimes de todos os grupos sao
mostradas na Figura 11 e 12.

Figura 11 - Imagens representativas das reagdes do tecido subcutaneo para rC (al-a8) e rE (bl-
b8) para cada tipo de cimento e grupo controle aos 7 dias (al-a4; b1-4) e 30 dias (a5-a8 a b5-b8).
(al, bl, a5, b5 - Controle; a2, b2, a6, b6 - Sealapex; a3, b3, a7, b7 — Endofill; a4, b4, a8, b8 — AH
Plus). (CD8, 1000x)
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Fonte: Justo, 2022

Para CD8, em rC, aos 7 e 30 dias, ndo foram observadas diferencas estatisticas,
assim como na comparacgao em rE nos 2 periodos. Comparando a resposta de cada grupo em
funcdo da presenca ou ndo do estresse, no periodo de 7 dias ndo houve diferenca em nenhuma
das comparac6es. Ja aos 30 dias, observou-se que o grupo AH Plus em rC apresentou maior

quantidade de células CD8+ comparado ao grupo AH Plus em rE (p = 0,002).
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Figura 12 - Imagens representativas das reagdes do tecido subcutaneo para rC (al-a8) e rE (bl-
b8) para cada tipo de cimento e grupo controle aos 7 dias (al-a4; b1-4) e 30 dias (a5-a8 a b5-b8).
(al, bl, a5, b5 - Controle; a2, b2, a6, b6 - Sealapex; a3, b3, a7, b7 — Endofill; a4, b4, a8, b8 — AH
Plus). (CD20,\1000X)

Fonte: Justo, 2022

Para CD20, em rC, aos 7 dias, foi observado que o grupo Endofill apresentou maior
guantidade de células CD20+ quando comparado aos grupos Controle e Sealapex (p = 0,025).
Aos 30 dias ndo houve diferenca entre os grupos (p = 0,064). Em rE, aos 7 dias, foi observado
que o grupo Endofill apresentou maior quantidade de celulas CD20+ quando comparado ao
grupo Controle (p = 0,009). Ndo houve diferenca entre os grupos aos 30 dias (p = 0,106).
Comparando a resposta de cada grupo em funcéo da presenca ou ndo do estresse, observou-se
que aos 7 dias o grupo Controle em rC apresentou maior quantidade de células CD20+
comparado ao grupo Controle em rE (p = 0,045). No periodo de 30 dias ndo houve diferenca

em nenhuma das comparacoes.
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A densidade de células imunomarcadas para um dos marcadores celulares esta

apresentada na tabela 6 e representadas nos gréaficos de barras.

Tabela 6 - Média da imunorreatividade para CD8 e CD20 em rC e rE nos periodos de 7 e 30 dias

Tempos  Grupos Média £SD
CD8 CD20

7 dias  Controle 45,43 + 12,26" 44,29 + 9,52/
Controle + estresse 37,57 +9,14" 34,29 + 6,824
Sealapex 49,29 + 21,017 44,00 + 6,327
Sealapex + estresse 39,71 + 6,55% 38,57 + 10,9482
Endofill 58,57 + 20,65 61,57 + 15,465
Endofill + estresse 42,57 + 8,38" 51,86 + 10,2982
AH Plus 44,86 + 14,26" 46,50 + 12,76"B2
AH Plus + estresse 42,14 +8,55% 47,00 + 9,707B2

30 dias  Controle 61,29 + 13,094 53,57 + 11,36"°
Controle + estresse 50,86 + 7,474 52,29 + 9,917
Sealapex 58,86 + 5,90" 47,57 + 14,03/
Sealapex + estresse 56,57 + 15,704 42,14 + 16,79/
Endofill 63,14 + 13,307 67,00 + 12,662
Endofill + estresse 61,43 +10,18" 60,00 + 10,25%2
AH Plus 63,57 + 5,197 54,71 + 13,637
AH Plus + estresse 45,57 + 9,594 52,57 + 13,334

*Letras mailsculas iguais representam auséncia de diferenga estatistica na analise entre os grupos em rC
ou rE em cada tempo. Letras minGsculas iguais representam auséncia de diferenca estatistica na analise
entre dois grupos em funcdo do estresse em cada tempo (Controle versus Controle + estresse; Sealapex

versus Sealapex + estresse; Endofill versus Endofill + estresse; AH Plus versus AH Plus + estresse).
Justo, 2022
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Grafico 1 - Células CD8 POSITIVASem rCeem rE

Células CD8 positivas

Controle Controle+ Sealapex Sealapex+ Endofill  Endofill+ AHPlus  AHPlus +
estresse estresse estresse estresse

B 7 dias ®30dias

Fonte: Justo, 2022

Gréfico 2 - Células CD20 POSITIVASem rCeem rE

Células CD20 positivas

Controle Controle+ Sealapex Sealapex+ Endofill ~ Endofill+  AHPlus  AH Plus +
estresse estresse estresse estresse

B 7 dias ®30dias

Fonte: Justo, 2022



42

4.5 Maturacéo do Colageno

As imagens representativas dos diferentes espécimes de todos os grupos sdo mostradas na
Figura 13. Os escores atribuidos para cada um dos parametros analisados estdo apresentados na tabela
7.

Figura 13 - Imagens representativas da coloracdo de PSR para identificar a maturacéo de fibras
colagenas em rC (al-a8) e rE (b1-b8) para cada tipo de cimento e grupo controle aos 7 dias (al-
ad; bl-4) e 30 dias (a5-a8 a b5-b8). (al, b1, a5, b5 - Controle; a2, b2, a6, b6 - Sealapex; a3, b3, a7,
b7 — Endofill; a4, b4, a8, b8 — AH Plus). (Coloracéo de PSR, 400x)

Fonte: Justo, 2022
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Tabela 7 - Média das fibras maduras e imaturas de cimentos endoddnticos em rC e rE

Tempos Grupos Maturacédo Colagena (%o)
Fibras imaturas Fibras maduras

Controle 41,977 58.03"
Controle + estresse 59.834 40.174
Sealapex 68.7252 31.2852

7 dias Sealapex + estresse 66.56"2 33.44%
Endofill 74.5882 25.4282
Endofill + estresse 65.94/2 34.06"2
AH Plus 44.107 55.907
AH Plus + estresse 58.27AP 41,737
Controle 35.60"° 64.40%2
Controle + estresse 73.127° 26.88A°
Sealapex 31.78" 68.22/2

20 dias Sealapex + estresse 81.924P 18.08A°
Endofill 42.84%2 57.16"@
Endofill + estresse 85.47Ab 14.53AP
AH Plus 43.29%2 56.717@
AH Plus + estresse 86.36"" 13.647°

*Letras mailsculas iguais representam auséncia de diferenga estatistica na analise entre os grupos em rC

ou rE em cada tempo. Letras minGsculas iguais representam auséncia de diferenca estatistica na analise

entre dois grupos em funcdo do estresse em cada tempo (Controle versus Controle + estresse; Sealapex

versus Sealapex + estresse; Endofill versus Endofill + estresse; AH Plus versus AH Plus + estresse).
Fonte: Justo, 2022

Em rC, aos 7 dias, os grupos Sealapex e Endofill apresentaram maior percentual de
fibras imaturas e menor percentual de fibras maduras quando comparados aos grupos Controle
e AH Plus (p < 0,001). No periodo de 30 dias, em rC ndo foram observadas diferencgas
estatisticas entre os grupos para nenhum tipo de fibra (p = 0,222). Em rE, aos 7 dias (p = 0,487)
e aos 30 dias (p = 0.198), ndo foram observadas diferengas estatisticas entre os grupos, tanto

para fibras imaturas quanto para fibras maduras.

Comparando cada grupo em funcao do estresse, observamos que o grupo Controle
em rE ndo apresentou diferenca para o grupo Controle em rC aos 7 dias (p = 0,152), para
nenhum tipo de fibra. J& aos 30 dias, o grupo Controle em rE apresentou maior percentual de

fibras imaturas e menor percentual de fibras maduras comparado ao grupo Controle em rC (p =
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0,027). O grupo Sealapex em rE ndo apresentou diferencga para o grupo Sealapex em rC aos 7
dias (p = 0,656), para nenhum tipo de fibra. J& aos 30 dias, o grupo Sealapex em rE apresentou
maior percentual de fibras imaturas e menor percentual de fibras maduras comparado ao grupo
Sealapex em rC (p < 0,001). O grupo Endofill em rE néo apresentou diferenca para 0 grupo
Endofill sem estresse aos 7 dias (p = 0,420), para nenhum tipo de fibra. Ja aos 30 dias, 0 grupo
Endofill em rE apresentou maior percentual de fibras imaturas e menor percentual de fibras
maduras comparado ao grupo Endofill em rC (p < 0,001). O grupo AH Plus em rE, tanto aos 7
dias (p < 0,027), quando aos 30 dias (p < 0,001) apresentou maior percentual de fibras imaturas

e menor percentual de fibras maduras comparado ao grupo AH Plus em rC

4.6 Biomineralizacdo — vK, POL and OCN

Imagens representativas para técnica de von Kossa, cortes sem coloracdo sob luz

polarizada e imunomarcacao para OCN s&o mostradas nas Figura 14.
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Figura 14 - Imagens representativas de von Kossa (a esquerda), luz polarizada (ao centro) e OCN

(a direita) em rC (al-a6) e rE (b1-b6) para o cimento Sealapex em 7 dias (al-a3; b1-b3) e 30 dias

(a4-a6 a b4-b6). von Kossa 100x; Luz Polarizada 100x; OCN 1000x)
[T, S i\ W s ~ g “F A

-

Fonte: Justo, 2022

As analises atribuidas para cada um dos parametros analisados estdo apresentadas

na tabela 8 e no grafico de barras.
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Tabela 8 - Média da capacidade de mineralizacdo de cimentos endoddnticos em rC e rE
Critério Biomineralizacao (%)

Tempos Grupos
VK POL OCN
7 dias Controle 0 0 0
Controle + estresse 0 0 0
Sealapex 100 100 25,12
Sealapex + estresse 100 100 11°
Endofill 0 0 0
Endofill + estresse 0 0 0
AH Plus 0 0 0
AH Plus + estresse 0 0 0
30 dias Controle 0 0 0
Controle + estresse 0 0 0
Sealapex 100 100 317
Sealapex + estresse 100 100 15,7°
Endofill 0 0 0
Endofill + estresse 0 0 0
AH Plus 0 0 0
AH Plus + estresse 0 0 0

* Letras minusculas iguais representam auséncia de diferenca estatistica na analise entre dois grupos em fungéo
do estresse em cada tempo (Sealapex versus Sealapex + estresse).
Fonte: Justo, 2022

Foi possivel identificar a deposicdo de calcio em todos os periodos apenas para 0
grupo Sealapex independente da presenca ou ndo do estresse. Na coloragdo von Kossa foi
observado estruturas coradas em negro indicando a presenca do carbonato de calcio. Nas
laminas sem coloracdo observadas sob luz polarizada foram encontrados cristais birrefringentes
indicando a presenca de calcio junto a abertura do tubo. Estas estruturas ndo foram observadas

nos grupos Controle, Endofill e AH Plus.

A imunomarcacdo para OCN foi observada em todos os espécimes do grupo
Sealapex. Ja para os grupos Controle, Endofill e AH Plus ndo foram encontradas marcacdes
positivas para OCN. Comparando a resposta do grupo Sealapex em fungéo da presenca ou ndo
do estresse, observou-se aos 7 dias (p = 0,002) e 30 dias (p = 0,001) que em rE houve menor

quantidade de células OCN* comparado a rC.
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Grafico 3 - Células OCN POSITIVASem rCeem rE

Controle +
estresse

Células OCN positivas

Sealapex

!

Sealapex +  Endofill Endofill+ AHPlus  AH Plus +
estresse estresse estresse

W 7 dias m30dias

Fonte: Justo, 2022
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5 DISCUSSAO

Esse estudo buscou investigar a resposta tecidual de cimentos endodénticos ja
conhecidos na literatura e estudados pelo nosso grupo de pesquisa e sua relagdo com o
organismo estressado cronicamente. O modelo animal para testes de biocompatibilidade
empregado € amplamente usado para avaliar a resposta de materiais odontolégicos, incluindo
materiais obturadores do canal radicular. Este modelo é regulado pela norma 1SO 10993-6
(International Organization for Standardization, 2016) e fornece provas rapidas e validas para

as respostas bioldgicas de um determinado material.

Para a inducdo do estresse crénico utilizamos aparelho proprio para indugdo do
estresse, consistindo em um aparelho de acrilico com compartimentos e regulagens para manter
o animal devidamente imobilizado. Esse modelo tem sido muito utilizado em estudos de
estresse agudo e crénico, principalmente por sua facilidade de acesso e por tornar possivel a
exposicdo de um numero relativamente grande de ratos ao estresse (MATALLAH; GUEZI;
BAIRI, 2022). Os critérios fisioldgicos sdo importantes para afirmar o estado de estresse dos
animais. No presente estudo avaliamos tanto o peso corporal como o nivel de corticosterona no

sangue dos animais para verificar e confirmar a presenca do estresse.

Como descrito nos resultados, ao final dos dois periodos, 0s animais estressados
demostraram reducdo do peso corporal quando comparados aos grupos sem estresse. Esses
resultados estdo de acordo com achados da literatura onde, o0 estresse por restricdo repetida,
promove reducdo do peso corporal que ¢ mantido durante onze semanas apo6s o final da
aplicacdo do estresse (HARRIS et al., 2006). Alguns estudos ja haviam demonstrado que ratos
submetidos ao estresse crénico pesaram menos que o grupo controle desde o primeiro dia até o
final do experimento (TAMASHIRO et al., 2007; KIM; HAN, 2006). Em 2022, Mattalah,
Guezi e Bairi observaram que ap0s 14 dias de experimento, ratos do grupo estressado tiveram
diminuicdo significativa do peso corporal em comparacdo com ratos do grupo de controle. Estas
conclusdes estdo de acordo com Willner et al. (1997) e corroboram com outras descobertas na
literatura, que sugerem que a perda de peso corporal induzida pelo estresse pode ser uma
consequéncia do aumento da atividade do eixo HPA (HARRIS et al., 1998; KRAEMER; CHU;
CASTRACANE, 2002; LEVIN et al., 2000; SMAGIN et al., 1999). Em caso de estresse
prolongado, o efeito catabdlico e a gliconeogénese, estimulados pelos glicocorticosteroides,
tém como consequéncia a perda de peso dos animais, pois 0s tecidos muscular e gorduroso séo

transformados em glicose, para fins de producéo de energia (ENCARNACAO, 1986)
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Quanto a dosagem do hormdnio cortisoterona, observou-se que 0s animais do grupo
estressado no periodo de 7 dias apresentaram aumento da concentracdo plasmaética de
corticosterona quando comparamos com 0 grupo sem estresse do mesmo periodo. No grupo
com estresse no tempo experimental de 30 dias pode-se observar um pequeno aumento do nivel
de corticosterona, mas sem diferenca estatistica significante. 1sso pode ter ocorrido devido ao
longo periodo de exposicdo ao estresse, mesmo adotando um intervalo de 9 dias, os animais

podem ter sido capazes de se habituar ao estimulo estressor no segundo periodo de observacéo.

A literatura é muito heterogénea para essa metodologia e os estudos convefrgem
para 0 uso de varios minutos a varias horas, sendo na maioria dos casos de 2 e 6 horas por dia
durante varias semanas, normalmente 1 a 3 semanas (BUYNITSKY; MOSTOFSKY, 2009;
PARE; GLAVIN, 1986). O estudo de Kim e Han (2006) demonstrou que a restricdo por 2 a 8
horas diérias durante 14 dias poderia ser usado como um modelo viavel para o estudo da
ansiedade, depressédo e funcdes relacionadas ao estresse. Por outro lado, no estudo de Macedo
(2010), ao final de seis semanas de exposicao a estresse repetido, ndo foi observado aumento
nos niveis séricos de corticosterona, corroborando com estudos prévios (CAMPEAU et al.,
2002; CHROUSOS, 2007; TORRES et al., 2001) e sugerindo habituacdo do eixo HPA. Estudos
utilizando diferentes protocolos de estresse repetido por seis semanas, demonstram habituacao
ao estresse e niveis de corticosterona similares aos animais controle e como discussdo propdem
mecanismos adaptativos e compensatorios deste horménio, como fator de protecdo da
homeostase (SASSE et al., 2008; SHIN et al., 2010; TORRES et al., 2001). Os eixos HPA e
Simpético-adrenal parecem estar envolvidos na adaptacdo ao estresse (MANSI; DROLET,
1997; OSTRANDER et al., 2006). O aumento na retroalimentacdo negativa dos
glicocorticoides, diminuicdo da secrecdo hipotalamica de CRH, exaustdo da capacidade
secretdria de corticotrofos e diminuicdo de receptores da hipdfise para reguladores de ACTH,
sdo alguns mecanismos envolvidos nesta adaptagdo (HAUGER et al., 1988).

Embora os animais aos 30 dias ndo tenham apresentado um nivel muito elevado de
corticosterona, sabemos que passaram por estresse, visto que aos 7 dias 0s niveis desse
horménio estavam aumentados. A questéo central do trabalho & compreender melhor a resposta
tecidual dos cimentos em organismo estressado. Assim, pelo fato de terem passado pelo
estresse, 0s resultados aos 30 dias também sofreram influéncia no curso do processo reparativo

dos tecidos em fungdo dos cimentos implantados ou do tubo vazio no grupo controle.

Nosso grupo de pesquisa investiga intensamente a resposta tecidual frente aos
cimentos endodonticos (BENETTI et al., 2019; BUENO et al., 2016; CINTRA et al., 2017a).
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Portanto, para esse estudo escolhemos utilizar trés tipos de cimentos, que diferem em sua
composi¢do, para que pudéssemos observar a reacdo de cada um em organismo alterado

sistemicamente.

Histologicamente, na comparacao entre oS grupos em animais ndo estressados aos
7 dias, foi observado que o grupo Endofill apresentou infiltrado inflamatério mais intenso em
comparacao ao grupo controle. Estes resultados podem ser explicados pela presenca do eugenol,
que é responsavel por sua forte acdo antimicrobiana, mas € um componente muito irritante para
os tecidos (CINTRA et al., 2017b; ZMENER et al., 2012). Os cimentos Sealapex e AH Plus
provocaram uma resposta inflamatéria diferente do grupo controle, porém menor que a do
grupo Endofill, sem diferenca estatisticamente significante. 1sso pode ser explicado pela acédo
do hidroxido de célcio que tem efeitos importantes sobre os tecidos, promovendo pH alcalino,
tendo efeito antibacteriano e acelerando o processo de reparacdo de tecidos (DUARTE;
DEMARCHI; MORAES, 2004; OLIVEIRA et al., 2010). Nos estudos de Cintra et al. (2017a)
vimos que, aos 7 dias, 0 AH Plus promoveu uma reacdo inflamatoria moderada que foi reduzida

ao longo do tempo sendo apds 1 semana, considerado biocompativel.

Quando comparamos a resposta dos grupos em fungdo da presenca ou ndo do
estresse, ainda em 7 dias, o grupo controle sem estresse apresentou menor infiltrado
inflamatdrio do que o grupo controle com estresse. Muitos estudos mostram que o estresse por
restricdo foi capaz de aumentar a producdo de citocinas pro-inflamatdrias, o que exacerba a
resposta inflamatéria do tecido (KIM et al., 2016; LIU et al., 2018; MOGRABI et al., 2020;
WANG et al., 2020). A resposta inflamatoria aos cimentos aos 7 dias se mostra mais intensa, e
neste estudo, ndo foi possivel observar diferenca entre a resposta inflamatéria pela coloracdo

de H.E. dos grupos com cimento em um organismo estressado ou nao.

Aprofundamos mais nossas anélises, realizando as coloragbes de imuno-
histoquimica para observar a presenca das citocinas nos tecidos, o que pode nos explicar a

resposta inflamatoria.

Pesquisas desenvolvidas pelo nosso grupo de pesquisa tém mostrado que a IL-6 é
aumentada na presenca de cimentos endodonticos (COSME-SILVA et al., 2019a, 2020; SILVA
et al., 2015). Os resultados observados no estudo de Oliveira et al. (2022), também sugeriram
um aumento da IL-6 e TNF-o em resposta aos cimentos sendo regulada pela suplementagéo
sistémica do omega-3. A IL-6 teve uma maior expressao no grupo Endofill e nos grupos com

estresse, embora ndo tenha sido estatisticamente diferente. J4 0 TNF-o no grupo controle sem
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estresse estava mais baixo do que no grupo controle estressado, indo de encontro com o achado
na coloragdo de H.E. Estudo de Wang et al. (2020), mostrou que as citocinas IL-6, IL-1B e
TNF-0 aumentaram na presenca do estresse. Além disso, foi documentado que as elevadas
citocinas pro-inflamatérias podem promover a ativacao do eixo HPA enquanto que, a atividade
do eixo HPA exerce uma regulacéo consistente sobre a inflamacéo periférica (ZHANG; LI,
PENG, 2010; 10B; KIRSCHBAUM; STEPTOE, 2020), demonstrando a via bidirecional entre
estresse e inflamac&o. Liu et al. (2018) e Kim et al. (2016) também mostraram um aumento

dessas citocinas na presenca do estresse.

O cimento Endofill que tem uma resposta muito exacerbada, teve uma maior
expressdo de IL-17. A IL-17 desempenha um papel crucial na imunidade inata, pois sua
secrecdo desencadeia a producdo de numerosas quimiocinas, resultando no recrutamento de
neutréfilos e macréfagos e posterior depuracdo de patdégenos (KRAMER; GAFFEN, 2007). O
estresse excessivo induz niveis elevados de glicocorticoides, que podem causar inflamacéo
através de células Th17 que secretam IL-17 (HASHMI; ZENG, 2006) e atua em tipos diferentes
de ceélulas, fazendo-as secretar citocinas, como IL-6 e também sinergetiza potentemente com
TNF- a, aumentando sua atividade (SHIMBA; IKUTA, 2020a).

Neste estudo, a imunomarcacao das citocinas foi feita localmente, que era o alvo do
nosso estudo. E apenas no grupo controle observamos a influéncia do estresse na coloracao de
H.E e imunomarcagdo para TNF-a. Talvez o estresse ndo tenha influenciado localmente de
forma muito consistente na expressao das citocinas, embora sistemicamente 0 organismo esteja
estressado. Ou talvez presenca dos cimentos ja tenha por si s6 estimulado certa quantidade de

citocina e a presenca do estresse ndo foi capaz de altera-las de forma significativa.

Os linfocitos sdo responsaveis pelo reconhecimento imune especifico dos
patdgenos e pelo desenvolvimento das respostas imunes adaptativas. Estas células se originam
na medula 6ssea, sendo os linfdcitos T diferenciados no timo e participantes da imunidade
mediada por células e, os linfocitos B, na medula dssea e produtores de anticorpos (imunidade
humoral) (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000; ROITT; BRUSTOFF; MALE, 1999).

Nesse estudo podemos observar um efeito supressor de linfécitos nos animais
estressados, embora nédo tenha sido diferente estatisticamente. Aos 30 dias conseguimos notar
que o grupo AH Plus ndo estressado apresentou maior quantidade de células CD8* comparado
ao grupo AH Plus estressado. No artigo de reviséo de Taves e Ashwell (2021) a atuacdo dos

glicocorticoides sdo bem discutidos, apontando os mecanismos de ativagdo e supresséo da
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funcdo imunoldgica, enfatizando que o principal efeito desse hormdnio sob a funcédo de células
T é a imunosupressdo. Os glicocorticoides parecem suprimir a inflamacdo mediada por
macrofagos, células dendriticas e células epiteliais, e prejudica as respostas imunes citotdxicas,
diminuindo a producdo de interferon-y e inibindo o desenvolvimento de células Thl, CD8" e
células natural killers (SHIMBA; IKUTA, 2020b).

Em animais ndo estressados aos 7 dias, foi observado que o grupo Endofill
apresentou maior quantidade de células CD20" quando comparado aos grupos controle e
Sealapex. Comparando a resposta de cada grupo em funcdo da presenga ou ndo do estresse,
observou-se que aos 7 dias o grupo controle ndo estressado apresentou maior quantidade de
células CD20* comparado ao grupo controle estressado. O estudo de Cain et al. (2017) presume
gue mudancas induzidas por glicocorticoides na migracdo das células B podem explicar, pelo
menos em parte, a linfopenia B do sangue associada a infec¢do, inflamacéo, e severo estresse
fisico. O tratamento com glicocorticoides basicamente leva a redugdo no nimero de células B
por inducdo de apoptose de suas células progenitoras (ANDERSON et al., 2010; LILL-
ELGHANIAN et al., 2002). O estresse cronico demonstrou suprimir as respostas imunes
protetoras ao mesmo tempo em que aumenta as respostas imunes pro-inflamatorias e dirigidas
por citocinas (GLASER; KIECOLT-GLASER, 2005).

Enfatizamos que os niveis fisioldgicos de glicocorticoides tém efeitos
imunoestimulantes que, em contraste, em um estagio posterior e mais avancado de uma resposta
imune, pode ocorrer uma imunossupressdo mediada por glicocorticoides (DHABHAR, 2009).
Nossa hipdtese é que esses efeitos diferenciais alteraram algumas caracteristicas da resposta

inflamatdria do tecido subcutaneo aos cimentos endodonticos.

Podemos observar que o estresse influenciou na resposta reparativa aos cimentos

induzindo altera¢fes na maturacdo de fibras colagenas.

O tipo de colageno pode ser observado através da coloragdo de PSR. Comparando
cada grupo em funcdo do estresse, aos 7 dias, 0s grupos Controle, Sealapex e Endofill sem
estresse ndo apresentaram diferenca para 0s mesmos estressados, provavelmente por estar no
processo inicial de reparo. As fibras imaturas sdo observadas em areas que estdo em processo
de renovacao de fibras de colageno (CINTRA et al., 2017c; DIEGELMANN; EVANS, 2004).
Como é conhecido, as fases iniciais da cicatrizagdo de feridas s&o marcadas por uma matriz
provisoria composta de plaquetas, fibrinas e fibronectina que passam por diferenciacdo de

estruturas, organizacdo e composi¢cdo (ROGNONI et al., 2018).
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Ja aos 30 dias, 0 processo de reparo foi atrasado em todos esses grupos estressados.
As fibras maduras indicam areas lesadas que estdo em processo de reparo por periodos mais
longos (CINTRA et al., 2017c; DIEGELMANN; EVANS, 2004). O grupo AH Plus teve o
processo de reparo atrasado tanto em 7 como em 30 dias pelo estresse. O estudo de Kitagawa
et al. (2022), mostrou que o conteldo de coldgeno na pele diminuiu gradualmente apds
repetidos tratamentos de estresse. Estes resultados indicam que o estresse de contengéo repetida
pode afetar a satde da pele através de mudancas tanto na composi¢do de acidos graxos quanto

na concentracao de aminoacidos em camundongos.

Por fim, uma capacidade interessante de um cimento endodéntico é a capacidade
de formar particulas de calcio nos tecidos, sendo esta capacidade analisada pela coloracdo von
Kossa e pela luz polarizada (BUENO et al., 2016; CINTRA et al., 2017a; GOMES-FILHO et
al., 2012). Entre os cimentos avaliados, apenas a Sealapex foi capaz de estimular a formagéo
de particulas de célcio. Este resultado ja era esperado devido aos compostos presentes no
Sealapex, que contém hidroxido de célcio, uma molécula capaz de promover a calcificacdo
(BUENO et al., 2016). Devemos também consideram que as técnicas von Kossa e observacéo
em luz polarizada ndo indicam se o biomaterial é capaz de mineralizar tecidos (CINTRA et al.,
2017a), mas eles mostram se tém a capacidade para induzir a deposicéo de calcio (BENETTI
et al., 2019; BUENO et al., 2016, 2019; CINTRA et al., 2017a). Dos cimentos utilizados, 0
Unico uma capaz de estimular a deposicdo de célcio é o Sealapex (BUENO et al., 2016;
GOMES-FILHO et al., 2012, 2016). A analise de vK e POL mostrou que 0 estresse ndo
interferiu na capacidade do cimento Sealalpex em depositar calcio nos tecidos, porém
analisando mais profundamente, pudemos observar que os animais estressados tanto em 7 como
em 30 dias tiveram menor imunomarcacdo para OSTEOCALCINA, mostrando que o estresse
foi capaz de influenciar negativamente a quantidade de producéo de osteocalcina pelos tecidos
(NAPAL et al., 1993; NICHOLSON et al., 2002, PATTERSON-BUCKENDAHL et al., 1988,
1995, 2001).
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6 CONCLUSAO

Podemos concluir que o estresse crénico produzido por restri¢do fisica foi capaz de
influenciar a resposta tecidual de cimentos endoddnticos aumentando o infiltrado inflamatorio
e retardando o processo reparativo. Além disso, influenciou na reducdo da capacidade de

biomineralizacdo do material que possui esta habilidade.
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