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Rabelo SB. Citotoxicidade, genotoxicidade e expressao génica em células
da polpa dental humana sensibilizadas por cimentos endodoénticos|tese]
Sao José dos Campos: Faculdade de Odontologia de Sao José dos
Campos, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2012.

RESUMO

O sucesso dos tratamentos endodonticos esta relacionado ao correto
diagnostico das alteracfes pulpares, a qualidade do preparo biomecéanico
e da obturacdo dos canais radiculares, bem como a compatibilidade entre
0s cimentos obturadores com os tecidos adjacentes ao canal. Atualmente
a busca de bom comportamento biolégico destes cimentos se faz de
extrema importancia. O presente estudo teve como objetivo analisar a
citotoxicidade e a genotoxicidade dos extratos de trés cimentos
endodonticos e seus efeitos sobre a expressao dos genes BMP2, ALP,
RUNX2, BGLAP, OPN e DMP1 em células da polpa dental humana.
Foram utilizadas células primérias de tecidos pulpares de terceiro molar
com rizogénese incompleta. Cimentos endododnticos foram depositados
em placas de 24 pocos e armazenados a 37°C por 6 h; cada espécime foi
colocado em contato com 2,7 ml de meio de cultura (DMEM-F12) e as
amostras foram incubadas por 24 h, a 37°C. Extratos originais (1:1) de
cada material foram diluidos em série até 1:32 e analisados quanto a
citotoxicidade pelo ensaio de MTT. Apds a obtencdo de uma diluicdo que
nao fosse extremamente toxica e nao interferisse demasiadamente na
replicacdo celular (subdose), foi realizado o teste de micronucleo para
avaliacdo da genotoxicidade dos materiais. A expressao dos genes foi
verificada por RT-PCR em tempo real, em 6, 12 e 24 h. O RNA total foi
isolado e retrotranscrito. Os testes de citotoxicidade indicaram que a
sobrevivéncia celular foi afetada pelos extratos na seguinte ordem:
EndoREZ > AH Plus > RoekoSeal = MTA. O EndoREZ propiciou 0 maior
namero de micronuleos no ensaio de genotoxicidade. A quantificacao
relativa indicou que em 24 h, o AH Plus e o EndoREZ agiram de modo
similar, aumentando a expressdo da OPN e reduzindo a ALP; o
RoekoSeal gerou expressdo da OPN decrescente com o tempo de
contato, reduziu a expressdo ALP e do gene RUNX2. O MTA foi o
material que menos interferiu, de maneira geral, na expressao dos genes
de interesse.

Palavras-chave: Cimentos endoddnticos. Mineralizacdo 0ssea. RT-PCR
em tempo real.



Rabelo SB. Citotoxicity, genotoxicity and gene expression in human dental
pulp cells sensitized by endodontic sealers extracts [doctorate thesis]. Sdo
José dos Campos: School of Dentistry of Sdo José dos Campos, UNESP -
Univ Estadual Paulista; 2012.

ABSTRACT

The success of endodontic therapy is related to the correct pulp and
periapical alterations diagnosis; to the good biomechanical instrumentation
and to the root canal sealing quality; to the compatibility between the
endodontic sealers and the root canal surrounding tissues as well.
Nowadays, the seeking for a sealer with good biological behavior is
extremely important. The aim of this study was to analyze the cytotoxicity
and the genotoxicity of three endodontic sealers and their effects on the
expression of the genes BMP-2, ALP, RUNX2, BGLAP, SPP1 and DMP1
in human dental pulp cells. Primary cells from the 5™ passage obtained
from pulp tissue of third molar with incomplete rizogenesis were used in
this study. Endodontic sealers were placed in 24 well plates and stored at
37°C for 6 hours. After that, each specimen was covered with 2.7 ml of cell
culture media (DMEM-F12) and incubated afterwards at 37°C for 24 h.
Original extracts (1:1) of each material were serially diluted up to 1:32 and
the citotoxicity was analyzed by MTT assay. After obtaining extracts
subdose, non very toxic or non interfering on cell replication, genotoxicity
was evaluated by micronucleus test. The gene expression was accessed
by Real Time RT-PCR, after extracts exposure of 6, 12 and 24 h. Total
RNA was isolate and retrotranscribed. The citotoxicity test has showed
that cell survival was affected in the following order: EndoREZ > AH Plus >
Roeko Seal = MTA. EndoREZ has caused the highest score in
micronucleus assay. Relative quantification indicated that at 24 h, AH Plus
and EndoREZ increased OPN and reduced ALP; RoekoSeal has caused
decreasing OPN expression over time, and has also reduced ALP and
RUNX2 expressions. In general, MTA has less interfered at genes
expressions.

Key-words: Endodontic sealers. Bone mineralization. Real time PCR.



1 INTRODUCAO

Estudos recentes nas diversas especialidades da
Odontologia estdo sendo direcionados para a busca de materiais que
sejam bem tolerados pelo tecidos apicais, capazes de favorecer o
progndéstico apés um tratamento e que apresentem efeito antimicrobiano.

O sucesso dos tratamentos endoddnticos aparece como
consequéncia de diversos fatores: o diagnostico correto pelo
conhecimento da origem das alteracdes pulpares e periapicais; o grau de
limpeza e desinfeccdo do sistema de canais radiculares; a qualidade do
preparo biomecanico e da obturacdo a ele subsequentes.

Entretanto, nada adiantaria seguir corretamente todas as
etapas do tratamento e por fim concluir a obturagdo com um cimento
endodéntico de baixa tolerancia teciual, que ocasionalmente propiciasse
inflamac&o crénica persistente aos tecidos periapicais.

Um cimento endodéntico além de né&o citotéxico (ao
menos a médio e longo prazos), deve ser bicompativel, permitindo o
processo de reparacdo dos tecidos apicais circunvizinhos ao 0rgao
dentario, favorecendo a eliminacdo bacteriana local ou até mesmo
estimulando a reparacédo tecidual (Eldeniz et al., 2006; Eldeniz et al.,
2007; Geurtsen, Leyhausen, 1997)

Existe hoje no mercado uma grande variedade de
cimentos endodénticos disponibilizados para uso clinico. Estudos
mostram divergéncias de opinibes com relacdo ao comportamento
biologico dos diferentes cimentos endoddnticos. Tais divergéncias talvez
ocorram devido a propria particularidade de cada material empregado ou
talvez pelas diferencas nas metodologias empregadas nos experimentos,
sejam estes in vitro, in vivo, ou simulando situac¢des clinicas (Hanks et al.,
1996).
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Dentre os cimentos citados em estudos previamente
realizados, encontram-se o AH Plus (Dentsply De Trey, Germany), o RSA
(RoekoSeal Automix, Colthene/Whaledent, Germany) e o EndoREZ
(UltradentProductsinc,USA). O AH Plus contém como componente
principal de sua formulacdo uma resina diepdxica, além de aminas que
aceleram a reacdo de polimerizacdo. O EndoREZ, por sua vez, € um
cimento a base de resina dimetacrilato (UDMA) e o RoekoSeal, a base de
6leo de silicone (Leonardo et al., 2008; Schweikl, Schmalz, 2000; Zmener
et al., 2005).

Os niveis da expressao dos genes relacionados a
mineralizacao tecidual como RUNX2 (“runt-related transcription factor 2”),
osteocalcina (OC), proteina morfogenética O0ssea (BMP2), fosfatase
alcalina (ALP), sialoproteina 6ssea (SPP1) e proteina da matriz dentinaria
(DMP1), tem sido verificados em estudos anteriores onde concentragdes
subtoxicas de diversos agentes irritantes sdo colocados em contato com
culturas celulares causando alteracdes na viabilidade e a proliferacao
celular, sem causar a apoptose ou morte de 100% das células (Galler et
al., 2011; Rashid et al., 2003; Yasuda et al., 2008).

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos
causados pelo contato da subdoses de alguns cimentos endodonticos
(AH Plus, RoekoSeal e EndoREZ), com células provenientes das culturas
da polpa de terceiro molar com rizogénese incompleta, através da analise
da citotoxicidade, da genotoxicidade e da expressao de alguns genes
envolvidos nos processos de diferenciacdo de osteoblastos,
mineralizacdo 6ssea e osteogénese: BMP2, ALP, RUNX2, BGLAP (OC),
SPP1 (OPN) e DMP1 por RT-PCR em tempo real.

A hipotese deste estudo é que 0s materiais que contém
componentes resinosos (AH Plus e EndoREZ) interfiram de forma
negativa na expressao dos genes relacionados a mineralizacdo, diferindo
do cimento nao resinoso RoekoSeal e do MTA Branco (Angelus, Parana,
Brasil).



2 REVISAO DA LITERATURA

Experimentos in vitro apontam a citotoxicidade de alguns
cimentos atualmente utilizados na odontologia clinica. Dentre estes
encontram-se 0 AH Plus (Dentsply De Trey, Germany), o RoekoSeal
(RoekoSeal Automix, Colthene/Whaledent, Germany) e o EndoREZ
(UltradentProductsinc,USA). Tal citotoxicidade parece variar com o
decorrer do tempo de endurecimento e de contato entre a cultura celular,
e 0 material em questao.

Schweikl e Schmalz (2000), verificaram o efeito citotdxico
e genotoxico do AH Plus dependente da concentracdo do cimento, das
pastas que o compoem, e também dependente da substancia eluente
(DMSO ou solucédo salina 0,9%). A acdo mutagénica do AH Plus com
formagédo de micronucleos em células V79, fibroblastos de pulm&o de
hamster chinés, utilizando-se o DMSO como eluente foi observada
imediatamente apds a mistura e ndo mais apés 24 h. Quando a solucao
salina 0,9% foi utilizada como eluente ao invés do DMSO, o efeito
citotoxico observado imediatamente apds a manipulacdo foi 100 vezes
menor; tal toxicidade ndo esteve presente no tempo de 24 h apos a
mistura. Quando apenas a pasta B foi testada, no grupo onde o DMSO foi
utilizado como eluente, o efeito citotoxico observado foi similar ao do AH
Plus recém manipulado; no entanto, quando a solucéo salina foi utilizada,
este efeito téxico diminuiu em 10 vezes. O estudo menciona que foi
preciso utilizar maior quantidade da pasta A para que se observasse 0
mesmo efeito causado pela pasta B no grupo do DMSO; ainda no caso da
pasta A, nenhum efeito toxico foi observado no grupo da solucéo salina.

Em 2002, Schwarze et al. investigaram a

biocompatibilidade de diversos cimentos endodénticos a longo prazo; o
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estudo foi desenvolvido in vitro por um periodo superior a 1 ano, com a
utilizacdo de raizes dentarias humanas preenchidas com N2, Apexit,
Roeko Seal, AH Plus, Ketac Endo e Endomethasone associados a um
cone de gutta-percha. Extratos foram obtidos imediatamente apos a
obturacdo, quando as raizes foram imersas por 24 h em 1,5 ml de agua
destilada suplementada com Gentamicina a 2%. A citotoxicidade foi
verificada pelo teste de XTT em fibroblastos 3T3 imortalizados de ratos e
em células da cultura primaria do ligamento periodontal, expostas aos
extratos por 52 semanas. O estudo indicou que apenas o N2 foi
significantemente mais citotoxico do que os demais cimentos testados.
Nenhum material apresentou toxicidade severa, mesmo logo apos a
manipulagéo, com excessédo da Endomethasone, que gerou maior efeito
citotéxico na décima semana do experimento. Tal fato ocorreu devido a
presenca de degradacdo do cimento no periodo mencionado.

Oztan et al. (2003) compararam a citotoxicidade relativa
do AH Plus e do RSA (RoekoSeal Automix, cimento a base de silicone)
através de MTT com observacdo da atividade enzimética mitocondrial e
da viabilidade celular ap6s a exposicéo de células L929 aos materiais por
um periodo de 24, 48 e 72 h. O experimento sugere que o AH Plus e o
RSA possuem niveis similares de citotoxicidade em fibroblastos de ratos,
sendo que ambos os cimentos apresentaram baixa influéncia toxica nas
células durante o periodo experimental. O AH Plus permitiu que a
viabilidade celular permanecesse em 108.83%, 72.75% e 66.92% ap0s
24, 48 e 72 h, respectivamente, enquanto o RoekoSeal proporcionou
niveis de sobrevivéncia celular de 101.58%, 86.95% e 89.42% nos
mesmos periodos, tendo como referéncia o grupo controle néo tratado.

Miletic et al. (2005) verificaram que o cimento AH Plus
apresentou maior efeito téxico sobre células do tipo HelLa (células de
carcinoma cervical humano) e L929 (fibroblastos de ratos) uma hora apés
a mistura, bem como nas primeiras 24 a 48 h. Num periodo de 7 dias e 30

dias posterior a mistura, a exposi¢do das células ao cimento ndo causou
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maior destruicdo celular do que aquela previamente observada. Estes
efeitos foram verificados nas duas linhagens celulares, sendo que o
estudo ndo indicou diferencas significantes nas células viaveis do tipo
HelLa e L929 com relagdo ao material utilizado e aos tempos observados.
Por outro lado, o RoekoSeal (RSA) ndo mostrou citotoxicidade em
nenhum destes periodos observados para os tipos celulares estudados,
apresentando portanto melhor biocompatibilidade que o AH Plus.

Xu et al. (2010) compararam a citotoxicidade do Real
Seal, da guta-percha, do nucleo de Real Seal e do AH Plus um células
MG63 (human osteoblast-like MG63 cells) através de ensaios MTT e
concluiram que o Real Seal foi mais téxico para estas células do que o AH
Plus. A Guta-percha mostrou boa biocompatibilidade, seguida do nucleo
de Real Seal, que também exibiu nivel aceitavel de sobrevivéncia celular
para que ndo fosse indicado como citotoxico. Amostras do AH Plus e o
Real Seal foram confeccionadas com a utilizacdo de tubos de teflon, onde
os cimentos foram manipulados e armazenados em estufa a 37°C, 5%
CO2 por 72 h. A guta-percha foi aguecida a 80°C, depositada nos tubos
de teflon e depois mantida a 37°C. Apés esterilizacdo dos espécimes com
ultravioleta, 5ml de meio de cultura foi colocado sobre eles, seguido de
um periodo de incubacdo de 3 dias. Os extratos foram preparados com
diuicdes de 100%, 50%, 25% e 12,5%. O estudo sugere que a maior
citotoxicidade e a menor biocompatibilidade do Real Seal estiveram
associadas a porcentagem relativamente alta de resinas contidas em sua
formulagé@o, bem como a falta de uma condigédo anaerdbia no decorrer do
experimento, a qual seria necessaria para a completa polimerizacdo do
cimento em questao.

Al-Hiyasat et al. (2010) compararam o efeito citotoxico de
4 cimentos endodonticos resinosos: AH Plus, a base de resina epoxica;
EndoREZ, a base de metacrilato; Epiphany, um multimetacrilato; e o
MetaSEAL, que é um cimento também a base de metacrilato. Os
cimentos foram incubados em solucéo de PBS por uma semana a 37°C.
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Os extratos foram entdo colocados em contato com fibroblastos C 3T3 e a
viabilidade celular foi verificada pelo ensaio de MTT em 48 h. O AH Plus
foi o cimento que exibiu menor citotoxicidade, seguido do EndoREZ, o
qual apresentou toxicidade moderada, do Epiphany que gerou uma
citotoxicidade severa e do MetaSEAL, que foi o mais citotoxico dos
cimentos testados.

Estudos relacionam a intensa citotoxicidade logo apés a
mistura de alguns cimentos, como o AH Plus por exemplo, com a
presenca de determinadas substancias em sua formulacdo, utilizadas
como aceleradores da polimerizacdo dos mesmos (Schweikl, Schmalz,
2000; Schweikl et al., 1998).

Alguns estudos in vivo indicam uma destruicdo celular
mais moderada, seguida da reparacdo tecidual quando tecidos vivos
entram em contato com materiais obturadores de canal (Farhad et al.,
2011; Leonardo et al., 2008; Scarparo et al., 2009; Zmener et al., 2005).
Autores sugerem que a propria reacdo inflamatoria local, associada aos
mecanismos de processos de reparagdo tecidual natural ap6s uma
agressao, poderiam eliminar a toxicidade inicial do material. Assim,
aquele material causador de danos teciduais in vitro ndo seria
necessariamente toxico in vivo.

Em 2005, Zmener et al. avaliaram histologica e
histometricamente a reacdo do tecido 6sseo ao EndoREZ contido em
tubos implantados em tibias de ratos Wistar machos e compararam os
resultados com os obtidos em um grupo controle de ratos que tiveram
tubos de silicone como implante. Apds um periodo de 10 dias, verificou-se
uma diferenca significante entre os grupos, sendo maior o numero de
células do infiltrado inflamatério e menor a quantidade de tecido 6sseo
reacional formado no grupo teste. Ao fim de 60 dias, 0 processo
inflamatorio inicial do grupo tratado foi resolvido, e ndo houve diferenca
significante da quantidade de células contadas e do tecido ésseo
reacional formado no grupo tratado comparado ao controle.
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Souza et al. (2006) compararam a biocompatibilidade dos
cimentos AH Plus, EndoREZ (Ultradent Products Inc, South Jordan, UT,
USA) e Epiphany. Participaram do estudo 30 porcos Guinea, 0s quais
receberam implantes intra-6sseos dos materiais em cada lado da regiéo
inferior da mandibula e foram avaliados por 4 a 12 semanas. Os
resultados da avaliacdo microscopica dos tecidos 0sseos da regido
sugerem que a reacgdo inflamatéria causada pelo EndoREZ era severa, a
reacdo causada pela AH Plus era moderada e o Epiphany foi o Unico dos
trés cimentos que apresentou biocompatibilidade intradssea.

Um estudo de biocompatibilidade com os tecidos
periapicais feito em cées por Leonardo et al. (2008) indicou que a
deposicdo de tecido com completa mineralizacdo na regido apical num
periodo de 90 dias foi maior no grupo que teve o elemento dentério
obturado com o RoekoSeal do que no grupo onde foi utilizado o AH Plus
para obturacdo. Nenhuma diferenca entre os grupos com relacdo ao
infiltrado  inflamatério, espessamento do ligamento periodontal,
reabsor¢cdo dentindria, cementaria e 6ssea foi observada.

Scarparo et al. (2009) investigaram a reacao do tecido
conjuntivo subcutaneo de ratos aos cimentos EndoREZ (Ultradent
Products Inc, USA), AH Plus e EndoFill (cimento este a base de oxido de
zinco e eugenol), através do implante de tubos de polietileno contendo o
material observado em animais. O estudo indicou que apés 7, 30 e 60
dias, com relacéo ao infiltrado inflamatorio celular, condensacéo fibrosa e
formacao de abscesso, o0 EndoREZ e o EndoFill provocaram inflamacao
mais intensa e duradoura do que o AH Plus; este ultimo, por outro lado,
mostrou uma diminuicdo da reacédo inflamatéria com o passar do tempo.
Somente o grupo controle mostrou redugéo significante da inflamag&o no
periodo de 60 dias. Em relacdo a formacdo de abscesso, nenhuma
diferenca significante foi observada entre os grupos nos diferentes tempos
do estudo, embora esta tenha se mostrado reduzida com os cimentos

EndoREZ e EndoFill. Todos o0s grupos apresentaram aumento na
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espessura da camada fibrosa durante o estudo. Assim sendo, 0
experimento concluiu que nenhum dos materiais possuem caracteristicas
ideais de biocompatibilidade tecidual.

Gencoglu et al. (2009) compararam a toxicidade causada
aos oOrgaos distantes por dois cimentos endodénticos: Guta Flow (Roeko,
Coltene Whaledent, Langenau, Germany), o qual contém o RoekoSeal, e
o0 EndoREZ (Ultradent Products Inc, South Jordan,USA). Estes autores
avaliaram também a reacdo do tecido conjuntivo. Através de parametros
histopatolégicos, o estudo comparou o efeito dos dois cimentos com um
cimento a base de Oxido de Zinco e Eugenol. Ndo houve diferenca
significante entre os grupos avaliados e o estudo sugere que ambos 0s
novos cimentos, Guta Flow e EndoREZ possuem niveis aceitaveis de
toxicidade tecidual e biocompatibilidade.

Farhad et al. (2011) realizaram um estudo histopatolégico
em ratos Wistar, a fim de comparar a severidade da resposta inlamatoria
tecidual subcutanea causada por trés cimentos endodonticos: o Epiphany,
0 AH Plus e o cimento Grossman nos periodos de 15, 30 e 60 dias. O
estudo indicou que o cimento Grossman causou a resposta inflamatoria
mais severa para todos os grupos estudados, seguido pelo AH Plus,
Epiphany e Grupo Controle. De modo geral, todos 0s grupos mostraram
regressdo da resposta inflamatéria. O AH Plus bem como o Epiphany
apresentaram compatibilidade tecidual similares, pois ambos causaram
inflamagéo moderada em 15 dias e leve em 30 e 60 dias.

Oliveira et al. (2010) observaram melhora na
biocompatibilidade do AH Plus com a adicdo de 5% de Hidroxido de
Calcio a este cimento. Uma andlise histopatologica 14 dias apoés
realizacdo de implante subcutaneo de tubos de silicone preenchidos por
AH Plus, em ratos, permitiu que os autores verificassem a presenca de
resposta inflamatoria menos intensa quando o Hidroxido de Calcio (5%)

foi adicionado ao AH Plus.
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Novas pesquisas tem surgido no intuito de buscar
entendimento aos diversos resultados obtidos em testes de citotoxicidade.
Tais investigagbes envolvem testes complementares com a verificagdo
dos possiveis efeitos genotoxicos causados pelos cimentos endoddnticos
e avaliacdo de propriedades fisicas dos mesmos (Camargo et al., 2009;
Vasconcelos et al., 2011;). Estudos recentes estdo sendo direcionados
também para a busca de um material que seja antimicrobiano, capaz de
favorecer o prognostico no caso do tratamento com a utilizacdo do
material desenvolvido.

Silva (2011) comparou o efeito citotéxico de um cimento
experimental da copaiba, do RoekoSeal, do AH Plus e do EndoREZ em
diversas diluicdes. Através do ensaio de MTT, o estudo verificou que,
apos um periodo de endurecimento dos cimentos de 12 h seguidos de
exposicdo da cultura aos extratos por 24 h, tanto o AH Plus como o
EndoREZ apresentaram efeitos citotdéxicos altos em fibroblastos de
hamster chinés (V79). O RoekoSeal, no entanto, apresentou-se
biocompativel pois os resultados mostraram valores semelhantes ao
controle ndo tratado. O AH Plus e o cimento experimental da Copaiba
apresentaram-se toxicos somente no extrato original 1:1 e na diluicdo 1:2.
O EndoREZ, por sua vez, induziu citotoxicidade em todas as diluices
testadas, sendo considerado significantemente mais citotoxico que 0s
demais cimentos. A genotoxicidade foi verificada neste estudo pela
formagdo de microndcleos; os resultados indicaram que, dentre os
cimentos testados, apenas o EndoREZ foi capaz de induzir formacao de
micronucleo, gerando um numero de microndcleos quase 1,5x maior que
o controle positivo EMS, apresentando-se altamente genotéxico.

Um experimento recente realizado em 2011 por
Willershausen et al. comparou além da citotoxicidade, o efeito
antimicrobiano de 4 cimentos endodoénticos: GuttaFlow, EndoSequence
BC, Pulp Canal Sealer EWT e AH Plus Jet. Apds um periodo de 72 h e de
96 h, o GuttaFlow e o EndoSequence BC nédo foram citotéxicos, tendo
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sido considerados biocompativeis, mas ndo apresentaram efeito
antimicrobiano em E. faealis, enquanto o Pulp Canal Sealer EWT e o AH
Plus Jet causaram significante diminuigéo na proliferagéo celular, embora
estes ultimos tenham exercido forte efeito antimicrobiano em P micra.

Oliveira et al. (2011) verificaram a presenca de infiltrado
microbiano apods a obturacéo com diversos cimentos endodoénticos; dentre
eles, estavam o AH Plus, Sealer 26, Epiphany SE, Sealapex, Active GP,
Endofill, além de dois cimentos a base de MTA: o Endo CPM Sealer e o
MTA Sealer. Apoés instrumentacdo endodontica, dentes humanos
previamente esterelizados foram obturados com guta percha associada a
um dos cimentos testados ou com o sistema Epiphany/Resilon. O grupo
controle ndo recebeu material obturador. A proliferacdo mocrobiana foi
observada por 24 horas durante 16 semanas. Embora todos os cimentos
tenham permitido o infiltrado microbiano, o AH Plus e o Sealapex
apresentaram o melhor selamento, enquanto que os cimentos a base de
MTA permitiram os maiores infiltrados.

Além dos efeitos causados pelos materiais empregados,
autores tém procurado verificar a resposta promovida por diferentes
linhagens celulares. Brackett et al. (2010) compararam 5 cimentos
endodonticos (AH Plus Jet, EndoREZ, EndoREZ X, e Pulp Canal Sealer)
em 3 diferentes linhagens de células: L 929, ROS e MC3T3-E1. Apds o
teste de MTT, verificou-se que inicialmente, todos os cimentos testados
haviam causado diminui¢cdo da sobrevivéncia celular. Em 12 semanas, o
AH Plus apresentou porcentagem de células viaveis maior que o grupo
controle, seguido pelo EndoREZ X, EndoREZ, Pulp Canal Sealer e
Epiphany.

Sabe-se que o cimento MTA (Mineral Trioxide Aggregate),
tem sido utilizado na Endodontia em diversos procedimentos como
pulpotomias, como material preenchedor do apice radicular, em terapias
para apicificacdo e também em perfuracdes radiculares. Acredita-se que o
MTA estimule a deposicao de cemento dentério, facilite a regeneracéo do
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ligamento periodontal e a formacéo 6ssea (Oviir et al., 2006; Schwartz et
al., 1999).

Lessa et al. (2010) verificaram o efeito em dois tempos
diferentes (24 h e 7 dias) do contato do extrato do White MTA e de um
novo cimento a base de MTA, o Bio-MTA, sobre odontoblastos MDPC-23.
Os autores buscavam investigar a compatibilidade destes cimentos por
ensaio de citotoxicidade e ainda por verificagdo de alteracdo de
morfologia celular por analise em microscopia de varredura eletrénica
(SEM). Embora o Bio-MTA tenha originado superficie com maior
porosidade do que o White MTA apds contato com meio aquoso, nenhum
dos cimentos foi citotoxico e o tempo do extrato ndo afetou os resultados.

Bin et al. (2011), compararam o efeito citotoxico e
genotoxico do MTA Fillapex, White MTA e AH Plus em células V79
(fibroblastos de Hamster chinés). Este estudo observa que o White MTA é
biocompativel, tendo apresentado baixa citotoxicidade nos ensaios de
MTT e auséncia de genotoxicidade no ensaio de microndcleo. O AH Plus,
no entanto, mostrou efeito citotéxico e genotéxico, quando extratos em
concentragbes mais altas foram utilizados para sensibilizagdo das
culturas.

Um experimento in vitro realizado por Guven et al. (2007)
mostrou que o MTA é capaz de exercer efeito estimulante da producao de
proteina morfogenética BMP-2 em fibroblastos de gengiva humana.

Outros autores também sugerem que o MTA favorece nao
s6 a expressdo do BMP-2 e o aumento de secrecdo da proteina
morfogenética BMP-2, mas também exerce importante papel no processo
de mineralizacdo (Maeda et al., 2010; Yasuda et al., 2008).

Yasuda et al. (2008) verificaram o efeito do MTA sobre a
viabilidade celular e a capacidade de mineralizacdo de células da polpa
dental. Os autores verificaram que o MTA ndo apresentou citotoxicidade
para este modelo celular, estimulou significantemente a mineralizagéo,

aumentou o nivel de expressdo do mRNA da proteina BMP-2 e aumentou
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a producédo da propria proteina BMP-2 em 40%; o estudo concluiu que o
BMP-2 exerce desta forma papel importante no processo de
mineraliza¢do induzida pelo MTA.

Em 2010, Maeda et al. observaram o efeito da dissolugéo
do calcio (presente no MTA) no meio em que ele estivesse presente,
sobre a diferenciacdo odontoblastica e cementoblastica de células de
cultura primaria do ligamento periodontal. As células foram cultivadas na
presenca ou auséncia de discos de MTA e também de CacCl,, a fim de
verificar a liberacdo de célcio, sua atividade e expressdo génica, e
também verificar a expressao e atividade do BMP-2. Observou-se neste
estudo a inducao de calcificacdo devido ao CaCl, presente no meio e um
acumulo de calcio nos primeiros 14 dias de cultivo devido a acdo do MTA,
bem como um aumento na sintese da proteina BMP-2. Os autores
também notaram um aumento da expressdo do gene Bmp-2 acima do
nivel de expressao basal devido a acdo tanto do MTA quanto CaCl,.

Um estudo realizado por Muthukuru (2012), verificou que
a secrecdo da fosfatase alcalina em células do ligamento periodontal
(PDL cells) e osteoblastos foi aumentada dose-dependente apos estimulo
com a proteina BMP-2 até a concentracdo de 10ng/ml de BMP-2. A partir
desta concentracdo, a secrecdo da fosfatase e a mineralizagcéo in vitro
comecaram a diminuir.

A fosfatase alcalina € uma proteina presente tanto em
células da camada sub-odontoblastica da polpa dentaria quanto em
células de outros tecidos, como o renal e o 6sseo. Existem 3 tipos de
fosfatase alcalina: uma universal, também conhecida como a dos
rins/figado/osso, a fosfatase intestinal e a placentaria. Na polpa dentéria,
a maior atividade da fosfatase alcalina esta presente nos odontoblastos e
camadas sub-odontoblasticas. Acredita-se que a fosfatase alcalina
desempenhe importante papel no transporte de ions e esteja relacionada
ao processo de biomineralizacdo. (Goseki et al., 1990; Rachid et al.,
2003).
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A biomineralizacdo é um processo onde existe a
deposicdo de minerais no meio intra ou extracelular. No organismo
humano, ocorre a deposicdo de hidroxiapatita e calcio na matriz
extracelular. A mineralizacdo fisiologica ocorre em tecidos duros,
enguanto a patoldégica ocorre em tecidos moles. Na formacédo de dentina,
odontoblastos presentes na periferia da polpa dental sdo responsaveis
pela formagéo de hidroxiapatita. A mineralizagdo ocorre em duas etapas;
a primeira, com a formacgdo de cristais de hidroxiapatita em vesiculas
extracelulares, com posterior propagacao através da matriz extracelular;
nesta etapa, ocorre o0 acumulo de calcio em vesiculas da matriz,
favorecido por proteinas como a sialoproteina 6ssea. Este acumulo,
associado ao acumulo de fosfato inorganico (Pi), leva a deposicdo de
hidroxiapatita. Na segunda etapa de mineralizagdo, o0s cristais de
hidroxiapatita penetram na matriz da membrana e se difundem no meio
extracelular através da acéo da fosfatase alcalina tecidual ndo-especifica
(TNALP) e sao assim depositados entre as fibrilas colagenas. O
pirofosfato (PPi), que por sua vez € inibidor da formacao da hidroxiapatita,
€ hidrolisado pela fosfatase alcalina tecidual ndo-especifica (TNALP), a
qual é expressa em diversos tipos de células e tecidos, entre eles os
odontoblastos e o figado, em pH=8 a 10. Devido a acdo da fosfatase
alcalina, ocorre um acumulo de fosfato inorganico (Pi). O processo normal
de mineralizacdo ocorre devido ao equilibrio entre os niveis de PPi e Pi
extracelulares. Assim, a fosfatase alcalina ndo-especifica tem importante
papel na mineralizacdo, pois além promover a hidrélise do inibidor da
hidroxiapatita, ela fornece Pi para o processo de formacdo da mesma
hidroxiapatita. A fosfatase alcalina nao-especifica € codificada em
humanos pelo gene ALPL, localizado no cromossomo 1 (Harmey et al.,
2004; Orimo, 2010).

Trés moléculas sao reconhecidas como reguladoras dos
niveis de PPi e Pi extracelulares: TNAP (tissue-nonspecific alkaline

phosphatase ou Fosfatase Alcalina ndo-especifica tecidual, gene Akp2),
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NPP1 (nucleotide pyrophosphatase phosphodiesterase 1, gene Enppl)
gue atua na formacdo de PPi a partir de nucleosideo trifosfatos e ANK
(Ankilosis Protein, gene Ank), mediadora do transporte intra/extracelular
de PPi. Mutac6es em qualquer um destes trés genes causam acumulo de
PPi. Harmey et al. (2004) identificaram as alteracfes decorrentes de
mutacBes no gene que codifica a osteopontina (OPN) e seus efeitos na
expressdo de PPi mediada por TNAP, NPP1 e ANK. Em osteoblastos de
camundongos que apresentavam mutacdo no gene Enppl, foi observado
uma diminuicdo da expressédo da OPN que por sua vez atua como inibidor
da mineralizagcédo, havendo neste caso uma hipermineralizacdo. O mesmo
estudo indicou que expressao da OPN esteve muito aumentada durante o
periodo de diferenciacdo 6ssea em osteoblastos de calvaria, que eram
mutantes no gene Akp2, codificante da fosfatase alcalina. Este aumento
se deve ao aumento da transcricdo do gene OPN induzida por elevadas
concentracbes de PPi extracalular. Tal alteracdo causou a
hipomineralizacéo.

A Osteopontina (OPN) recebe este nome por promover
uma “ponte” entre a hidroxiapatita e as células. A OPN adere a
hidroxiapatita com grande afinidade e estd envolvida no encaixe de
osteoclastos, a matriz 6ssea mineralizada. A OPN é uma sialoproteina
fosforilada, componente da metriz extracelular mineralizada de ossos e
dentes, caracterizada pela presenca de uma sequéncia de acido
poliaspartico e sitios de fosforilagcdo de serinas, mediadores da adeséo a
hidroxiapatita. A OPN tem diversas funcfes e € expressa em diversas
situacdes em diversos tecidos e tipos celulares, entre eles osteoblastos,
odontoblastos e fibroblastos. A expressdo da OPN pode ser afetada por
hormdnios, citoquinas, fatores de crescimento, etc. Em geral, a OPN tem
como funcéo primordial a reparacdo e sua expressdo € normalmente
aumentada apos injuria ou agressao (Sodek et al., 2000).

Em 2003, Rashid et al. investigaram o efeito do calcio

Y

extracelular sobre as proteinas relacionadas a mineralizacdo Ossea,
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dentre elas a ALP, a BMP-2 e a OPN em células de cultura primaria da
polpa humana. Os autores observaram que a elevagao da concentracao
de célcio promoveu um aumento na expressao do mRNA tanto da BMP-2
guanto da OPN. Entretando, uma diminuicdo da expressao da fosfatase
(ALP) foi observada quando houve o aumento da concentracao de célcio.
O estudo menciona que, sendo a OPN presente em células da polpa
devem estar relacionada a formacéo de dentina reparadora e nodulos de
calcificagdo pulpar. Deste modo, sendo que o calcio extracelular
aumentou a expressdo da OPN nas células da polpa nesse estudo, os
autores acreditam que a calcificacdo pulpar promovida pelo hidroxido de
célcio seja através da acdo da OPN.

Rodrigues et al. (2012) verificaram a atividade da
fosfatase alcalina, a mineralizagdo e a expressdo de marcadores de
odontoblastos associados ao PPi em células de cultura priméria da polpa
dental de individuos portadores de hipofosfatasia hereditaria (HPP),
causada por deficiéncia de fosfatase alcalina devido a mutacdo no gene
TNAP. A expressdo dos genes foi comparada a expressdo dos mesmos
em células de controles saudaveis. Foi observada a reducédo de 50% da
fosfatase expressa quando o grupo da hipofosfatasia foi comparado ao
controle. A expressao dos genes que regulam a sintese de PPi também
foi alterada no grupo HPP. Estas alteracbes compreendem a reducéo da
expressdo do gene da anquilose ANKH e aumento da expressao do gene
increased  ectonucleotide  pyrophosphatase/phosphodiesterase 1
(ENPP1). Os marcadores odontoblasticos (OPN, DMP1, DSPP) tiveram
suas expressoes danificadas nas células de portador de HPP.

A DMP1 (Dentin matrix acidic phosphoprotein ou proteina
da matriz dentinéria) € uma proteina da matriz extracelular, ndo-colagena,
pertencente a classe das SIBLINGs (Small integrin binding ligand N-
Linked glycoprotein), com papel critico na biomineralizagéo.

Deshpande et al. (2011) verificaram que mesmo as
proteinas SIBLING tendo caracteristicas semelhantes, cada uma exerce
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seu papel na mineralizacdo. Os resultados deste estudo revelam que a
mineralizacdo da matriz colagena pode ocorrer de diferentes modos.

Além da DMP1, a familia das SIBLINGs incluem a
osteopontina (OPN), a sialoproteina dentinaria (DSP) e a sialoproteina
O0ssea (BSP). As SIBLINGs sdo proteinas pequenas, distintas das
proteinas maiores da matriz celular, que possuem caracteristicas
genéticas e bioquimicas semelhantes, como elevado numero de dominios
acidicos (acido aspartico e glutamico) e muitas serinas (90%), as quais
podem ser fosforiladas. Esta composicdo monomeérica faz com que as
SIBLINGs adotem uma conformacao aberta e desestruturada facilitando
sua interacdo com outras moléculas. Na presenca de calcio, a DMP1 é
capaz de formar filamentos por si s6 (Bellahcene et al., 2008).

A DMP1 tem papel importante na mineralizagdo de 0sso
e dentina, e esta presente em diversos tecidos dos 0ssos e dentes. Outra
funcdo correlacionada a DMP-1 é a inducéo de diferenciacdo de células
da polpa dental em células do tipo odontoblastos. Mutacdes no gene
DMP1 estdo associadas a hipomineralizagdo generalizada e também
dentinarias, com a formacdo de ampla cavidade pulpar e pré-dentina
defeituosa. Um estudo realizado por Abd-Elmeguid et al. (2012) verificou
que a proteina DMP1 pode estar relacionada ao desenvolvimento de
alteracdes inflamatérias na polpa dental pelo fato desta proteina ter
estimulado a producéo das Interleucinas 6 e 8 em culturas de fibroblastos
de polpa humana. Os autores mencionaram néo terem encontrado a
proteina DMP-1 em tecido pulpar ausente de inflamacdo, em dentes
impactados com rizogénese completa; entretanto, a proteina foi
identificada em células provenientes de dentes com polpa imatura e
também em células de dentes com inflamacao pulpar.

Em 2009, Martinez et al. observaram que a expressao da
proteina DMP1 em germes dentarios variou nos diversos periodos da
odontogénese. O estudo compreendeu fetos humanos em diversos

estagios gestacionais (14, 16, 19, 20, 21, 23 e 24 semanas), comparados
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a dentes com rizogénese completa. Foi observado pelos autores a
marcacao positiva da DMP1 em algumas células da lamina dentéria e do
orgdo do esmalte e a marcacao negativa em outras, dentre estas algumas
células da papila dental. O estudo sugere que neste caso, as células da
papila positivamente marcadas irdo se diferenciar em células
odontoblasticas, e as com marcacdo negativa representam células
mesenquimais ou células tronco. Nos dentes que apresentavam
rizogénese completa, a marcacao para a DMP1 foi observada apenas nos
tdbulos dentinarios. O estudo concluiu que a DMP1 aparece presente em
todas as fases da odontogénese, na lamina dentaria, 6rgdo do esmalte, e
na papila dentaria, com pequenas variacdes de expressdo. Entretanto,
dentina e esmalte mineralizados ndo apresentam DMP1.

O RUNX2 é um fator de transcricdo que controla o
processo de diferenciacdo e maturacdo 6ssea através da expressdo de
diversos genes, como OPN (SPP1, fosfoproteina 1 secretada), Ibsp
(Sialoproteina 6ssea 2) e OC (BGLAP, proteina O6ssea gama-
carboxyglutamato [gla] / osteocalcina). Osteoblastos imaturos expressam
os genes OPN (SPP1) e depois Ibsp, enquanto que osteoblastos maduros
expressam OC (BGLAP). Durante o processo de diferenciacdo de
osteoblastos, a expressdo de mRNA do RUNX2 bem como da proteina
RUNX2 é alterada como um processo dinamico. O processo de
maturacdo pode ser evidenciado através da expressdo dos genes OPN e
OC. Assim, num osteoblasto maduro, espera-se que a expressao do
BGLAP (osteocalcina) seja aumentada enquanto a expressao do RUNX2
seja inibida. Durante a diferenciacéo dos osteoblastos, RUNX2 favorece a
expressdo dos genes que codificam proteinas da matriz 6ssea, como o
OPN e OC. No entanto, quando a expressdo do RUNX2 é aumentada,
ocorre a inibicho da maturacdo dos osteoblastos e a reducédo da
expressdo da OC. AplOs o processo de maturacdo, acredita-se que o
RUNX2 néo tenha agéao significante na manutencdo e modulag&o do nivel
de OC (BGLAP), pois a diminuicdo do RUNX2 em osteoblastos maduros
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nao pareceu reduzir a expressao do OC em ratos (Komori, 2009;
Maruyama et al., 2007).

Galler et al. (2011) verificaram, através da monitoracdo
por RT-PCR em tempo real da expressdo de genes relacionados a
mineralizacdo, uma reducdo de marcadores da mineralizacdo 6ssea em
células da polpa humana que foram expostas ao triethylene-glycol-
dimethacrylate (TEGDMA). Esta resposta foi dependente do tempo e da
concentracdo do TEGDMA. O TEGDMA é um composto comumente
usado em adesivos dentinarios. O estudo revelou que, em uma
concentracdo subtoxica onde a viabilidade e a proliferacdo celular ndo
eram afetadas, os niveis da expressdo dos genes relacionados a
mineralizacdo (RUNX2, osteocalcina, fosfatase alcalina, sialoproteina
Ossea, sialofosfoprotein dentinéria) reduziram de 5% a 20% em 4 hora
50% em 12 horas. A fosfatase alcalina e a deposicdo de célcio também
foram baixas nas células tratadas, indicando que o TEGDMA inibiu de
certa forma neste caso a mineralizacdo induzida por células da polpa
humana, prejudicando desta forma a formacdo de dentina reparadora
apos capeamento pulpar.

A polpa dental € heterogénea e apresenta uma camada
de células odontoblasticas adjacente a dentina e a outras células
pulpares. Os odontoblastos se desenvolvem a partir de células
mesenquimais. Acredita-se que as células da polpa tenham a capacidade
de se diferenciarem em odontoblastos.

De uma maneira geral, independentemente do modo
como o canal endodéntico foi instrumentado, os cimentos endoddnticos
tem papel vital no sucesso e longevidade do tratamento endodéntico e
mesmo que este cimento ndo seja capaz de ativar a mineralizacdo 6ssea
nas regides periapicais, ele nao deve prejudicar o processo de
mineralizacdo que ocorreria naturalmente, muito menos causar uma

irritacd@o continua nos tecidos periapicais.



3 PROPOSICAO

Este estudo tem como objetivo investigar os efeitos
causados pelo contato da subdoses de alguns cimentos endodonticos
(AH Plus, RoekoSeal e EndoREZ), em células da polpa dental humana,
através da analise da citotoxicidade, da genotoxicidade e da expresséao de
alguns genes envolvidos nos processos de diferenciagéo de osteoblastos,
mineralizacdo 6ssea e osteogénese: BMP2, ALP, RUNX2, BGLAP (OC),
SPP1 (OPN) e DMP1 por RT-PCR em Tempo Real.

A hipétese deste estudo € que os materiais que contém
componentes resinosos (AH Plus e EndoREZ) interfiram de forma
negativa na expressao dos genes relacionados a mineralizacéo, diferindo
do cimento néo resinoso RoekoSeal e do MTA Branco (Angelus, Parana,

Brasil).



4 MATERIAL E METODO

Esta pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos — UNESP (Anexo A).

4.1 Cultura de células primarias

As células primarias foram provenientes de terceiro molar
com rizogéneze incompleta. O procedimento de exodontia foi realizado no
Departamento de Diagnostico e Cirurgia Oral da Faculdade de
Odontologia (Declaragédo em Anexo B).

Apbés a exodontia, o elemento dentario foi colocado
imediatamente em PBS (Solucdo Salina Tamponada Dulbecco, Cultilab
Ltda, Campinas, Brasil). Em laboratorio, foi realizada a odontosseccéo e o
tecido pulpar foi retirado, irrigado com PBS por 1 min e cortado em
pequenos fragmentos; em seguida, foi realizada a incubacdo em solucao
de Tripsina-Edta 0.25% (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil) por 15 min, a
37°C, com posterior incubacdo em meio minimo essencial de cultura
Dulbecco modificado por Eagle (DMEM-F12 GIBCO/Invitrogen) (Figura 1),
suplementado com 15% soro fetal bovino (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil)
e com 1% de solucdo antibiética de penicilina 100 Ul/ml e estreptomicina
100 pg/ml (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil). O explante foi mantido em
estufa atmosférica a 37°C com tensdo de CO; 5% (Thermo Fisher
Scientific Inc, United States) até que ocorresse a migracao das células.

Durante esse periodo, 0 meio foi renovado trés vezes por semana.
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Figura 1 — Meio DMEM-F12 (GIBCO Invitrogen) utilizado para cultura de células
primarias da polpa dental humana.

As células foram posteriormente transferidas para um frasco de
cultura celular com filtro, capacidade para volume de 60 ml e area de
crescimento de 25 cm? (TPP, Trasadingen, Suica), contendo 3 ml de meio
DMEM-F12 (GIBCO Invitrogen), até que ocorresse a sub-confluéncia, ou
seja, até que aproximadamente 80% da superficie interna da parte inferior
da garrafa fosse recoberta pelas células. Apo6s atingirem a sub-
confluéncia, as células foram transferidas para uma garrafa média, com
area de crescimento de 75 cm?, em 10ml de meio de cultura (Figura 2) e

posteriormente subcultivadas.
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Figura 2 — Frasco com area de crescimento de 75 cm? contendo 10ml de meio de cultura
celular.

4.1.1 Subcultivo das células primérias

Todas as vezes em que subcultivos se fizeram necessarios, 0
seguinte protocolo foi seguido: o meio antigo do frasco de cultivo foi
removido e as células foram irrigadas com 5 ml de PBS (Solucdo Salina
Tamponada Dulbecco, Cultilab Ltda, Campinas, Brasil). Apds remocéao do
PBS, foi adicionado ao frasco 3 ml de solugdo Tripsina-EDTA 0.25%
(Cultilab Ltda, Campinas, Brasil). Seguidos 4 minutos de incubacdo a
37°C em estufa atmosférica com tensdo de CO, 5% (Thermo Fisher
Scientific Inc, United States), leves batidas foram dadas no fundo da
garrafa de cultura, para auxiliar no descolamento das células. Em
seguida, foi adicionado 6ml de meio de cultura DMEM-F12 sobre as
células, neutralizando a tripsina. Todo este conteudo foi transferido para
um tubo tipo Falcon (TPP, Trasadingen, Suica) e levado a centrifuga por
4 min, a 1000 rpm. O sobrenadante foi aspirado e o pellet ressuspendido
em 1ml de meio fresco. Apds homogeneizacdo, a suspensao foi dividida

em duas garrafas de cultura ja contendo 10 ml de meio DMEM-F12
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(GIBCO Invitrogen) fresco. As garrafas foram levadas a estufa, onde
permaneceram até que as células atingissem a sub-confluéncia
(ocupando aproximadamente 80% da superficie do fundo da garrafa de
cultivo).

Neste estudo foram utilizadas células da 5% passagem, as quais
foram caracterizadas quanto a morfologia, quanto a presenca de algumas
proteinas, e quanto a auséncia de alteracdes cromossémicas pelo ensaio
de micronucleo. A viabilidade e proliferacédo destas células também foram

verificadas.

4.1.2 Morfologia das células primarias

A morfologia das células priméarias foi analisada por
microscopia de fase. As culturas celulares foram iniciadas e subcultivadas
até a quinta e décima passagens. A contagem de células foi realizada e
3X10° células em 4 ml de meio foram plaqueados por poco, sobre lamina
de vidro de microscopia, em placas de 4 pocos.

Para o plagueamento, foram realizados os mesmos
passos do subcultivo até a resuspensdo do pellet em 10 ml de meio
fresco. Um volume de 10 pl foi retirado desta cultura e depositado sobre
uma camara de Neubauer (Labor Optik GmbH, Germany). O nimero de
células viaveis por ml foi estimado através da média dos valores contados
nos quatro quadrilateros periféricos da cAmara, multiplicado por 10*.

Apés o plagueamento, as placas de cultura foram
incubadas em estufa a 37°C, 100% humidade e 5% COz2 por 24 h. Apbs
esse periodo, o meio de cultura foi removido, as laminas foram irrigadas
com PBS 1X e em seguida desidratadas em etanol 100% por 30 minutos.
Em seguida, as laminas foram removidas do etanol e reservadas em

temperatura ambiente por periodo superior a 24 h, para secagem.
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Decorrido o periodo de secagem, as laminas foram submetidas a anélise

por microscopia de fase (Leica, Leitz, Germany).

4.1.3 Deteccéo de proteinas das células primarias

A caracterizacdo das células primarias de quinta
passagem provenientes da polpa dental foi também realizada através da
deteccdo de duas proteinas: a osteocalcina e a fosfatase alcalina. A
deteccdo da osteocalcina foi realizada pelo método imunohistoquimico e
também por imunofluorescéncia. A fosfatase alcalina, por sua vez, foi
detectada por método cromogénico utilizando o NitroBlue tetrazolium
(NBT) e o 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP).

As células foram plaqueadas sobre laminas de vidro, em
placas de 4 pocos, sendo 2X10* células em 4 ml de meio DMEM-F12
(GIBCO Invitrogen). As placas foram cultivadas durante 7 dias e o meio
de cultura foi trocado a cada 48 horas. Apdés uma semana, 0 meio de
cultura foi removido e as laminas foram fixadas em solucdo de acetona
20%, em PBS. Ap6s a remocao da acetona, as laminas foram deixadas
por 4 horas em temperatura ambiente para secagem, e posteriormente

armazenadas em freezer.

4.1.3.1 Caracterizacéo por imunohistoquimica das células primarias

As laminas foram retiradas do freezer, rehidratadas com
100 pl de PBS 1X por 5 min e imersas em solucao de 0.5% Triton-X/PBS
(Sigma-Aldrich Brasil LTDA) por 15 min. Apos duas lavagens em agua

Y

destilada, as laminas foram submetidas a recuperacdo antigénica em
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solucdo de acido citrico monohidrato, pH 6.0 (Merck, Darmstadt,
Germany).

ApOs a recuperagdo antigénica, as laminas foram lavadas
com &gua destilada por cinco minutos, duas vezes. Em seguida, foi
realizado o bloqueio da peroxidase enddgena, com a utlizacdo de
solucéo de alcool metilico 50% e Peréxido de Hidrogénio 20 vol., durante
10 min. As laminas foram novamente lavadas em agua destilada e
submersas duas vezes em solucdo de TRIS (Hidroximetil Amino Metano
P.A., Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil), pH 7.4, por 5 min. Em seguida,
foi realizado o blogueio das proteinas inespecificas através de incubacao
com BSA (10 ml de TRIS pH 7.4 + 100 mg do pé de Soroalbumina
Bovina, Sigma-Aldrich Brasil LTDA) durante 1 hora. As laminas foram na
sequéncia incubadas com o anticorpo primario.

Para a detecgéo da osteocalcina, foi utilizado o anticorpo
primario policlonal, 1IgG de coelho FL-100 (Santa Cruz Biotechnology
Inc.,USA), na diluicdo 1:400 em solucdo de uso. A solucdo de uso era
composta por 59ml de Solucdo de Tris, pH 7.4, e por duas outras
solugbes, denominadas “A” e “B”, nas proporgdes 1,25 ml e 2,5 ml,
respectivamente. A solucdo “A” continha 500 mg de BSA, em 10 ml de
agua; ja a solucao “B” continha 500 mg de Azida Sddica em 10 ml de
agua. A incubacdao foi realizada overnight. As laminas foram na sequéncia
desincubadas, lavadas duas vezes em solucédo de TRIS por 5 min, secas
e incubadas com o anticorpo secundario do LSAB Kit Universal
(Biotinylated Link Universal, DAKO North America Inc.) por 30 min; depois
de lavadas novamente duas vezes em solucdo de TRIS por 5 min, foi feita
a incubacédo com o anticorpo terciario do LSAB Kit Universal (Streptavidin-
HRP) por outros 30 min, seguido de nova irrigagdo com TRIS. As culturas
foram coradas com o cromégeno DAB (3,3-diaminobenzidine in
chromogen solution, DAKO, Denmark A/S) por 2 min, passadas em
solugdo de TRIS e contra-coradas com Hematoxilina de Mayer DAKO

North America Inc) durante 1 min; na sequéncia foi realizada a
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desidratacdo das laminas em solucfes de concentracdo progressiva de
alcool, seguida de diafanizacdo em xylol e montagem com Permount®
Fisher Scientific e uma laminula de vidro, para posterior andlise
microscopica. O controle positivo foi realizado em lamina contendo tecido
0sseo. O controle negativo foi realizado pela substituicdo do anticorpo
primario por solucéo de uso.

Para a confirmacédo da origem mesenquimal da cultura
priméria, o filamento do citoesqueleto epitelial Citoqueratina foi submetido
também a deteccdo por imunohistoquimica. Neste caso, por se tratarem
de culturas de células primarias da polpa dentaria, a constatacdo da
auséncia de tal filamento era o resultado esperado no teste. Nesta reacao
foi utilizado o anticorpo primario monoclonal de camundongo anti-
citoqueratina AE1/AE3 (DAKO North America Inc.) na diluigdo 1:100 em
solucdo de uso, com periodo de incubacgdo de 1 hora. O controle positivo
desta reacdo foi feito por uma lamina de epitélio de mucosa oral e o

negativo pela substituicdo do anticorpo primario por solucao de uso.

4.1.3.2 Caracterizacao por imunofluorescéncia das células primarias

Para a detecdo da osteocalcina por imunofluorescéncia,
as laminas foram retiradas do freezer, rehidratadas com 100 pl de PBS 1X
por 5 min e em seguida submetidas ao mesmo procedimento acima
descrito para a técnica de imunohistoquimica até a incubacdo com o
anticorpo primario.

Apés lavagem com 2 trocas de PBS foi realizada
incubacdo por 45 min do anticorpo secundério Anti-mouse IgG (whole
molecule)-FITC produzido em coelhos (F9137 - Sigma-Aldrich St Louis,
MO, USA), na diluicdo 1:200. Apds lavagem, foi realizada a coloracdo das
amostras com DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride,



41

Sigma Aldrich, St. Louis, USA ) e montagem utilizando-se o Fluoroshield
com DAPI (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) e laminula. Os espécimes
foram examinados em microscopio de fluorescéncia Leica (Leica
Microsystems LTD, Germany), sob epifluorescéncia com a utilizagdo dos
filtros apropriados para visualizagdo do DAPI (Aexcitacao=358nm e
Aemissao=461nm) e para visualizagdo do FITC (Aexcitagao=495nm e

)\emisséozsz 1nm) .

4.1.3.3 Deteccao da fosfatase alcalina nas células primarias

A fim de visualizar a presenca de fosfatase alcalina nas
células da quinta passagem, foi realizado o método cromogénico
utilizando NitroBlue tetrazolium e 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate
(SIGMAFAST "BCIP®/NBT, Sigma-Aldrich Brasil LTDA).

O procedimento de preparagdo das laminas para a
deteccdo da fosfatase alcalina nas células priméarias ocorreu do mesmo
modo como o dos ensaios de imunohistoquimica. As células foram
plagueadas em placas de 4 pogos (ThermoFisherScientific, Rochester,
NY), sendo 2X10* células em 4 ml de meio DMEM-F12 (GIBCO
Invitrogen). As placas foram cultivadas durante 7 dias e o meio de cultura
foi trocado a cada 48 horas. Apés uma semana, o meio de cultura foi
removido e as laminas foram fixadas em solucdo de acetona 20%, em
PBS. Apos a remocédo da acetona, as laminas foram deixadas por 4 horas
em temperatura ambiente para secagem, e posteriormente armazenadas
em freezer.

As culturas celulares foram entdo lavadas duas vezes
com Dulbecco PBS (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil) e incubadas
overnight em uma solugdo de NitroBlue Tetrazolium (SIGMAFAST"
BCIP®/NBT, Sigma-Aldrich Brasil LTDA). Apés incubacdo, as laminas de
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vidro foram novamente lavadas com PBS (Cultilab Ltda, Campinas,
Brasil), cobertas com laminulas de vidro e visualizadas em microscopio de

luz invertida (Leica Leitz, Germany).

4.1.4 Curva padréo de crescimento celular

Para observacao da proliferacdo e a viabilidade celular, foi
realizado um levantamento do padrdo de crescimento das células da
cultura priméaria antes que qualquer cimento fosse colocado em contato
com as culturas. O método utilizado foi o ensaio colorimétrico do 3-[4,5-
dimethyltiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide, ou MTT (Sigma-
Aldrich Brasil LTDA), cuja quantificacdo da reacdo de reducdo é o
indicador da atividade celular. Este ensaio esta baseado na atividade das
desidrogenases no metabolismo celular de glicideos, fornecendo uma
etimativa de sobrevivéncia celular através da mensuragdo da atividade da
succinil desidrogenase (SDH).

Foram plaqueadas 2x103, 5x10% e 8x10° células primarias
da 5% passagem em 200 pl de meio DMEM-F12 (GIBCO/Invitrogen), por
poco, em placas de cultura celular contendo 96 pocos (TPP, Trasadingen,
Suica). Foram realizados dois experimentos independentes, totalizando 8
espécimes para cada grupo padronizado, por periodo.

O ensaio do MTT foi realizado nas culturas em 24 h, em
2, 4, 6 e 8 dias. A inibicdo enziméatica foi detectada com o auxilio de um
espectrofotometro e filtro de 570 nm (Asys Hitech GmbH, Austria),
permitindo a obtencdo dos valores relativos a concentracdo das
substancias que inibem 50% da atividade enzimatica (ICsp).
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4.2 Preparo do meio condicionado com os cimentos endoddnticos

Amostras contendo cimentos endodonticos AH Plus
(Dentisply De Trey, Germany), EndoREZ (Ultradent Products Inc,USA),
RoekoSeal Automix (Colthene/Whaledent, Germany) e MTA Branco
(Mineral Trioxide Aggregate, Angelus, Parana, Brasil) foram preparadas
sobre placas de cultura de 24 pocos (TPP,Trasadingen, Suica), sob
condicbes assépticas, em capela de fluxo laminar. Os cimentos foram
acondicionados de modo que ocupassem a area total do fundo dos pocos
da placa; cada amostra foi padronizada em diametro de 16,2 mm e
espessura aproximada de 2 mm (Figura 3). Para esta padronizacao,
foram colocados 0,22 ml de cimento em cada po¢co com o auxilio de uma
seringa de 1ml (Becton Dickinson and Co., Franklin Lakes, New Jersey,
USA).

Figura 3 — Cimento endodéntico acondicionado sobre a area total do fundo dos pocos da
placa, sendo recoberto por meio de cultura DMEM-F12.

Os espécimes do cimento EndoREZ (Ultradent Products
Inc,USA) foram recobertos com Parafim®M e fotopolimerizados em
780mW/cm? por 40s.
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Apoés descansarem por 6 horas em estufa atmosférica a
37°C, com tensdo de 5% CO, (Thermo Fisher Scientific Inc, United
States), espécimes de cada tipo de cimento endodéntico foram cobertos
com 2,7 ml de meio de cultura celular DMEM-F12 e novamente incubados
por 24 horas a 37°C. Apos este periodo, o meio foi removido do contato
com os espécimes, formando os extratos originais (1:1) de cada material.
Os extratos originais foram preparados segundo as recomendac¢des da
ISO 10993-5 (1992), mantendo-se uma proporcéo de 84,06 mm? da area
da superficie do espécime por ml de meio de cultura. Estes extratos
sofreram diluicdo seriada até 1:32 em meio de cultura celular antes de
serem analisados por ensaio de MTT.

A composicdo de cada cimento utilizado nos testes de
citotoxicidade, de microndcleo e de RT-PCR em Tempo Real esta descrita
a seguir no Quadro 1.

Quadro 1 — Composicao dos cimentos endodonticos utilizados.

Cimentos Endoddnticos Composicao

Pasta A: Bisphenol-A, Bisphenol-F,
tungstato de calcio, 6xido de zircénio,
silica, pigmentos.

Pasta B: dibenzyldiamina,
aminoadamantane, diamina
tricyclodecane, tungstato de calcio,
oxido de zircénio, silica, 6leo de
silicone.

AH Plus (Dentsply DeTrey, Alemanha)

30% UDMA, 6xido de zinco, sulfato de

EndoREZ (Ultradent, USA) bério, resinas, pigmentos.

Polidimetilsiloxano, 6leo de silicone,
Oleo a base de parafina, catalisador de
platina, dioxido de zircbnio.

RoekoSeal (Coltene/Whaledent,
Alemanha)
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4.3 Avaliacao da citotoxicidade

A citotoxicidade foi avaliada pela viabilidade das células
primarias de quinta passagem, atraves do ensaio de MTT
(Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide, Sigma-Aldrich Brasil LTDA).
As células da polpa dentéria foram subcultivadas em meio DMEM-F12
(GIBCO Invitrogen) suplementado com 15% soro fetal bovino (Cultilab
Ltda, Campinas, Brasil) e com solucédo antibiética de penicilina 100 U/ml e
estreptomicina 100 pg/ml (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil). Foram
utilizadas placas de cultura celular de 96 pocos (TPP,Trasadingen,
Suica), onde 8x10° células em 200 pl de meio de cultura foram
plagueadas em cada poco, e incubadas por um periodo de 24 horas em
estufa a 37°C, CO;, 5% (Thermo Fisher Scientific Inc, United States), para
gue as células se aderissem a superficie interna do fundo dos pocos
(Figura 4).

Figura 4 - Placa de cultura celular de 96 pocos (TPP,Trasadingen, Suiga), contendo
8x10° células em 200pl de meio de cultura por pogo, para verificagdo da citotoxicidade
dos cimentos pelo ensaio de MTT (Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide, Sigma-
Aldrich Brasil LTDA).
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Apoés este periodo, o meio antigo foi removido e 0s pocos
foram preenchidos por 200 ul de extratos originais dos cimentos
endodonticos, bem como por suas diluicbes seriadas (1:2, 1:4, 1.8, 1:16,
1:32). As placas foram novamente incubadas em estufa atmosférica a
37°C, por outras 24 h. Apos a incubacéo, as placas sensibilizadas tiveram
0s meios condicionados com o0s cimentos endodonticos removidos de
seus pocos; cada poco foi entdo preenchido por 100 ul de solugcéo de
0.5% de MTT (Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide, Sigma-Aldrich
Brasil LTDA) em PBS. O conjunto foi incubado a 37°C, envolto por folha
de papel aluminio, durante 1h. Na sequéncia, a solucdo de MTT foi
removida das placas e cada poco foi preenchido por 100 pyl de DMSO
(Dimethyl Sulfoxide, Sigma-Aldrich Brasil LTDA). O conjunto foi
novamente envolto em papel aluminio e incubado a 37°C, por 10 min.

Além dos pogos preenchidos pelo extrato original e suas
diluicdes, cada placa de 96 pocos continha também um controle negativo,
constituido por 200 uyl de meio DMEM-F12 puro, e um controle néo
tratado, composto pela prépria cultura celular. Para cada diluicdo e para
cada controle foram plaqueados quatro pogos em trés experimentos
independentes, totalizando 12 espécimes em cada grupo experimental
(Figura 5). A sobrevivéncia celular foi quantificada pela dissolugdo do
MTT (Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide, Sigma-Aldrich Brasil
LTDA) em DMSO (Dimethyl Sulfoxide, Sigma-Aldrich Brasil LTDA) e a
densidade 6ptica resultante da solucéo foi detectada com o auxilio de um
espectrofotometro e filtro de 570 nm (Asdys Hitech, Austria).

A citotoxicidade foi expressa como porcentagem do grupo
controle. Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica por
meio do programa computacional GRAPHPAD PRISM (Graphpad
software Inc, version 5.00).

O resultado do ensaio do MTT permitiu a escolha de uma
diluicdo, identificada como subdose (dose de baixa toxicidade que permite
a replicacao celular), que foi posteriormente utilizada para a sensibilizagao
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Figura 5 — Placas em triplicata contendo amostras apés deposi¢do de 100ul de DMSO
(Dimethyl Sulfoxide) por pog¢o durante o ensaio de MTT. Cada placa contém 4
espécimes por diluicdo, sendo ng,=12 em cada diluigdo, para cada cimento
endoddntico.

das culturas celulares durante a andlise da formacédo de micronucleo e da

expressao dos genes por RT-PCR em Tempo Real.

4.4 Ensaio de Micronucleo

Micronucleos s@o pequenos corpos extranucleares que
surgem de fragmentos de croméatides, de cromossomos acéntricos, ou
mesmo de cromossomos que ndo foram incluidos nas células filhas apés
a telofase, na divisdo celular (Kirsh-Volders et al., 2011).

O ensaio de micronucleo foi realizado em duas etapas
distintas do estudo. A primeira se deu antes que as culturas fossem
submetidas a qualquer teste de biocompatibilidade, com o intuito de
verificar a presenca de alteracbes na segregagcdo de Cromossomos
durante as divisdes celulares. Numa segunda fase, 0 ensaio de

micronucleo foi realizado apos sensibilizacdo das culturas pelos extratos
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condicionados, a fim de que fossem detectadas alteracdes inerentes as
divisGes celulares.

Para o ensaio de microntcleo, 3x10° células da quinta
passagem de cultura priméria da polpa dental em 4 ml de meio DMEM-
F12 (GIBCO Invitrogen) foram plagueadas sobre lamina de vidro
localizadas em placa de 4 pocos (ThermoFisherScientific, Rochester, NY)
(Figura 6).

Figura 6 — Cultura celular plaqueada sobre I&minas de vidro de 26 cm X 76 cm, em placa
de 4 pocos (ThermoFisherScientific, Rochester, NY) para teste de micronucleo.

O conjunto foi incubado por 24 h em estufa a 37°C e 5%
COs.. Finalizado o periodo de incubacéo, as culturas foram sensibilizadas
com as subdoses dos extratos de cimentos endoddnticos AH Plus
(Dentsply De Trey, Germany) nas diluicbes 1:4 e 1:8; EndoREZ
(UltradentProductsinc,USA) nas diluicbes 1:8 e 1:16; Roeko Seal
(RoekoSeal Automix, Colthene/Whaledent, Germany) nas diluicbes 1:2 e
1:4; e MTA (Mineral Trioxide Aggregate) na diluicdo 1:2. As placas
contendo as culturas celulares condicionadas foram incubadas por 24 h.

Apo6s o periodo de incubagéo, as laminas foram lavadas

com PBS 1X e fixadas em alcool absoluto (100%). Apds 30 min de



49

exposicao ao alcool, as laminas foram retiradas dos pocos e deixadas na
temperatura ambiente durante 24 h para secagem.

A sequir, foi realizado um processo de coloracdo que se
iniciou com a imerséao destas laminas em uma solucado de HCI a 5N por
40 min; na sequéncia, elas foram lavadas em agua destilada e imersas
em corante SCHIFF (Sigma Aldrich LTDA, Brasil) por 30 min. Apos este
periodo, as amostras foram lavadas em agua sulfurada (208 ml de 4gua
destilada, 10 ml de 10% K;,S,0s e 2 ml de 5N HCI) durante 6 min e por fim
lavadas em agua corrente durante 10 min. A partir dai, foram expostas
durante 5 min a cada uma das diluicbes seriadas de alcoois: 70%, 80%,
90%, 96%, 100%. As amostras foram diafanizadas em em xylol por 10
min e por fim montadas em laminula com ERV-Mount (EasyPath, Brasil).

Os micronucleos foram identificados como estruturas de
material genético contidas no citoplasma, claramente separadas do
nacleo principal, cercados por uma membrana nuclear, incluindo uma
area 1/3 menor do que a area do nucleo principal. Tais estruturas foram
contadas a cada 1000 células observadas em microscopio de luz
invertida, com objetiva de imersao (100X - Leica Leitz, Germany).

4.5 Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real por Retro-

Transcricdo (RT-PCR em tempo real)

4.5.1 Obtencédo das Amostras

Apés os testes de citotoxicidade, foram estabelecidas as
subdoses dos extratos dos cimentos testados. As células da polpa dental
foram subcultivadas em 4 ml de meio de cultura DMEM-F12 (GIBCO
Invitrogen) em placas de 6 pocos (TPP,Trasadingen, Suica) e, ap0s
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periodo de incubacédo da cultura por 24 h, as células da quinta passagem
foram expostas as concentracdes subtdxicas dos extratos dos cimentos
endodonticos por 6, 12 e 24 h. O extrato do AH Plus (Dentsply DeTrey,
Germany) foi utilizado na diluichio 1:16; o do EndoREZ
(UltradentProductsinc,USA) na diluicdo 1:32; o do RoekoSeal (RoekoSeal
Automix, Colthene/Whaledent, Germany) e do MTA (Mineral Trioxide
Aggregate) foram utilizados na diluicao 1:4.

A expressao dos genes RUNX2, BMP-2, ALP, BGLAP
(OC), SSP1 (OPN) e DMP1 foi verificada nessas células pela reacdo em
cadeia da Polimerase em Tempo Real por Retro-Transcricdo (RT-PCR
real time).

Apoés a sensibilizacdo das células, o RNA total foi isolado
utilizando-se o Trizol® Reagent (Ambion, Life Technologies Corporation,
Carlsbad, California, USA) para a lise celular, conforme as instru¢des do
fabricante, e o PureLink™ RNA Mini Kit (Ambion, Life Technologies
Corporation, Carlsbad, California, USA) para a purificacdo do RNA. As
concentracbes e o grau de pureza das amostras de RNA foram
determinados por densidade 6ptica em espectrofotdbmetro NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE 19810, USA) (Figura 7).

Buscou-se nesta fase a obtencdo de amostras que
apresentassem valores de Azgoi2s0 ~2.0, de modo que o grau de pureza
necessario para o bom desempenho das reacdes subsequentes fosse
atingido; além disso, outro requesito foi quantidade de RNA suficiente
para posterior utilizacdo nas reacdes de retro-transcricdo e PCR em
Tempo Real. Acredita-se desta forma que o RNA gue seria em seguida
retrotranscrito, estaria livre de contaminag¢des por proteinas e materiais
degradados. O RNA total purificado foi armazenado a - 80°C.

Todas as amostras foram submetidas ao tratamento com
Deoxyribonuclease I, a Dnase |, para que eventuais contaminacdes
residuais de DNA genOmico fossem eliminadas previamente a

retrotranscrigdo. Este tratamento foi realizado imediatamente antes das
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Figura 7 — A — Células da cultura primaria da polpa dental; B - Cultivo em placa de 6
pocos. C - Material de extracao/purificagdo de RNA; D - NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific Inc., Wilmington, USA), para quantificacdo do RNA das células de cultura
primaria da polpa dental.

reacoes de retrotranscricdo, com a utilizacdo do kit comercial
Deoxyribonuclease |, Amplification Grade (Invitrogen® Life Technologies
Corporation, Van Allen Way, Carlsbad, California, USA). O protocolo foi
seguido conforme instrugbes do fabricante, onde 1 pg de RNA foi
incubado por 15 min a temperatura ambiente, juntamente com 1 ul de 10X
DNase | Reaction Buffer; 1 pl DNase |, Amp Grade, 1 U/ul; e agua DEPC
em volume final de reacédo de 10 pul. Ao final deste periodo, a Dnase | foi
inativada pela adicdo de 1 ul de EDTA 25 mM a reacdo, com subsequente
aquecimento das amostras por 10 min a 65°C. Neste ponto, as amostras
encontravam-se prontas para a retrotranscricao propriamente dita.

A sintese de DNA coplementar (cDNA) foi realizada em
reacao de transcricdo reversa seguindo instru¢cées do fabricante do Kit
SuperScript 1ll, First-Strand Synthesis Supermix (Invitrogen Life
Technologies Corporation-Van Allen Way, Carlsbad, California, USA). Em
cada reacao foram adicionados: 500 ng de RNA total, 1 ul de 50 ng/ul
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random hexamers, 1 ul de annealing buffer e agua DPEC para completar
o volume final de 8 ul. As amostras foram incubadas em termociclador &
65°C, por 5 min e imediatamente submetidas a incubacéo em gelo por 1
min. Na sequéncia, foram adicionados 10 pl de 2X First-Strand Reaction
Mix e 2 ul de SuperScript [[I/RNaseOUT Enzyme Mix, homogeneizados
em vortex, rapidamente centrifugados e incubados por 7 min a 25°C
seguidos de 50 min a 50°C. A recdo foi terminada com incubacéo das
amostras a 85°C por 5 min e armazenamento do cDNA a -20°C em

freezer (Figura 8).

Figura 8 — Tratamento das amostras com Dnase | e EDTA (A), seguido de
retrotranscricdo com a utilizagdo do kit SuperScript 1, First-Strand Synthesis Supermix
(Invitrogen Life Technologies Corporation-Van Allen Way, Carlsbad, California, USA) (B).
C - Amostras no termociclador.

4.5.2 Delineamento dos oligonucleotideos

O delineamento dos oligonucleotideos, ou Primers, foi o
passo seguinte a escolha dos genes de interesse bem como dos genes
de controle endégeno (housekeeping genes) que seriam utilizados nas

reacOes de PCR em Tempo Real.
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Visando a otimizacdo dos resultados, alguns pontos
(como comprimento da sequéncia, conteudo de “GC”, regido de provavel
anelamento, temperatura de melting (Tm), entre outros) foram
considerados no momento da escolha do par de oligonucleotideos.

Para a identificacdo da sequéncia correspondente a cada
um dos genes de interesse, 0s mesmos foram acessados segundo a base
de dados de genes do Pubmed/Entrez no endereco eletrbnico

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez. = Foram identificadas desta

maneira: a identidade correta dos genes, a sequéncia de referéncia
("“REFSEQ”) e o formato “FASTA” do cDNA. A partir desta sequéncia, foi
realizado um “BLAT” para obtencéo das sequéncias do DNA genbmico e
do cDNA. Esta sequéncia permitiu a aquisicdo dos dados necessarios
para posterior utilizacdo do programa de delineamento de primers. Neste
caso, foi escolhido o Primer3, disponivel no endereco eletrénico

http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cdi.

Apbs selecdo dos oligonucleotideos, ou primers, o0s
produtos que possivelmente seriam obtidos com o par escolhido foram
reversamente verificados pelo endereco eletronico do NCBI (National
Center for Biotechnology Information). Os primers correspondentes aos
genes de interesse e aos genes de controle enddgeno (housekeeping
genes) foram sintetizados segundo as sequéncias descritas a seguir no

quadro 2.
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Quadro 2 — Genes de interesse e descricdo dos oligonucleotideos
utilizados na PCR em Tempo Real.

R TEMPERATURA | TAMANHO REFERENCIA

GENE SEQUENCIA de DO FASTA
MELTING (°C) PRODUTO PUBMED

R EyTeclecaonTeTonTemesy | e | ue | ooz
oo | FaoaciomesaarrrioeTeets | B |z | wwoozosss
W | RemcresocoTIloeAY | B2 | s | nwwoosssss
e | Eonamecomcionncnsey | wt | s | woouod
i | Eoererccachcormaconsy | 6 | zis | nwwoosors

* Referéncia: Galler et al., 2006

4.5.3 Eficiéncia das reacdes

As amostras de cDNA provenientes das células
sensibilizadas pelos extratos condicionados pelos cimentos endoddnticos
foram utilizadas em reacdes em cadeia da polimerase em tempo real
(PCR real time). Foi utilizado o fluor6foro SYBR Green | como agente
intercalante da dupla fita de DNA, do kit Platinum®SYBR Green gPCR
SuperMix-UDG (Invitrogen® Life Technologies Corporation, Van Allen
Way, Carlsbad, California, USA). A reacdao de amplificacdo foi feita
atraveés do sistema de deteccdo de Real Time PCR Line Gene K (Bioer

Technology Hi-tech, Binjiang — Figura 9).
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Figura 9 - Sistema de detec¢cdo de Real Time PCR Line Gene K (Bioer Technology Hi-
tech, Binjiang).

Uma quantificacdo relativa permitiu a comparagdo da
variacdo na expressao dos genes de interesse (alvo) entre a amostra do
controle ndo tratado e as amostras sensibilizadas pelos extratos dos
cimentos endododnticos e do MTA.

A validagdo por meio de “Curvas de Eficiéncia” das
reacoes de amplificacao foi feita antes que qualquer comparacéo relativa
pudesse ser realizada. Uma curva padréo foi desenvolvida para cada um
dos primers escolhidos, pois nesta fase foi testada a eficiéncia de
amplificacéo dos pirmers correspondentes aos genes de interesse (alvo) e
aos genes enddégenos (que seriam posteriormente utilizados como
referéncia ativa); esta eficiéncia foi verificada através da “curva de
melting”, onde se procurou observar a formacdo de um pico Unico e
evidente, com Tm acima de 80°C, indicando a auséncia de anelamento do
primer com ele mesmo, ou seja, primer dimer ou outros produtos
inespecificos.

As curvas-padrao permitiram também a verificacdo da

eficiéncia da pipetagem e a precisado do ensaio. Procurou-se observar em
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todas as curvas, eficiéncia ~100% (Slope ~ -3,32) e coeficiente de
correlacéo = 0,99.

A determinacdo da concentracdo ideal de amostra inicial
de cDNA, que seria utilizada para que os resultados fossem produzidos
dentro da faixa linear dinamica do ensaio, foi atingida também através da
realizacdo de curva padrdo. Foram utilizadas para a curva padrao
triplicata de amostras em 4 diluicdes seriadas de base 10, sendo que pelo
menos trés pontos de diluicdo foram considerados na confec¢ao da curva
de eficiéncia. As reacdes continham também controles negativos com a
finalidade de deteccdo de contaminacdes das reacdes. A Figura 10
apresenta um esquema padrao do bloco utilizado para as Curvas de

Eficiéncia.
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Figura 10 — Disposi¢éo das triplicatas durante a realiza¢do das Curvas de Eficiéncia.

A busca de resultados capazes de representar da
maneira mais consistente possivel a variacdo de expressdo entre as
amostras sensibilizadas, levou ao experimento de trés genes enddégenos

antes que um deles fosse escolhido como normalizador. Testou-se desta
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forma a eficiéncia da ACTB (Beta Actin, ID 60), do GAPDH
(desidrogenase 3-fosfato gliceraldeido, ID 2597) e também do HPRT1
(hypoxanthine phosphoribosyltransferasel,ID 3251). O GAPDH foi o gene
selecionado como controle enddgeno de referéncia ativa nas reacdes de
PCR em Tempo Real pelo fato deste ter apresentado pequena variacao
entre as amostras e por ter originado reacdes de eficiéncia ~100%.

A PCR em Tempo Real foi feita num volume total de 25 pl.
O ROX foi o fluoréforo utilizado como referéncia passiva nas reagoes.
Cada reacédo continha 2 pl (50 ng) de cDNA, e 23,5 yl de master mix. O
master mix era composto de 12,5 yl de Platinum®SYBR Green gPCR
SuperMix-UDG (Invitrogen® Life Technologies Corporation, Van Allen
Way, Carlsbad, California, USA); 0,5 ul do forward e reverse primers
(10puM); 0,5 pl de ROX e 9,5 ul de agua tratada com dietil pirocarbonato
DEPC.

As reacOes de amplificacdo seguiram o programa padréo
sugerido pelo fabricante Platinum®SYBR Green qPCR SuperMix-UDG
(Invitrogen® Life Technologies Corporation, Van Allen Way, Carlsbad,
California, USA). O programa teve inicio com a incubagdo UDG por 2min
a 50°C; seguido de desnaturacdo a 95°C por 2 min; foram a seguir

realizados 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 30 s.

4.5.4 Quantificacao Relativa

A quantificacdo relativa fornece informacdo sobre
alteracbes nos niveis de expressdo das diversas amostras testadas e
relaciona estes valores aos do controle n&o tratado (calibrador da reagé&o).
O resultado da quantificacéo relativa apresenta, desta maneira, a variacéo
de expressdo dos genes de interesse (BMP-2, RUNX-2, BGLAP, ALP,
DMP1 e SPP1) em relagdo ao calibrador (normalizado em 1). A PCR em
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Tempo Real iniciou-se com uma mesma concentracdo de cDNA, obtido
pela retrotranscricdo do RNA purificado de células tratadas em cada um
dos grupos experimentais. Acredita-se desta forma, que os resultados
obtidos apontem variagcbes na expressdo dos genes de interesse,
detectadas desde a fase inicial de variacdo, onde ainda existia 0 aumento
exponencial da amplificacdo (Pfaffl, 2004).

As reacoOes foram realizadas para cada um dos genes de
interesse, nas amostras de 6, 12 e 24 h. Em cada reagéo, o bloco de PCR
foi preenchido por: triplicata das amostras sensibilizadas pelos diversos
cimentos endoddnticos contendo um par de primers correspondentes ao
gene de interesse; triplicata das amostras sensibilizadas pelos diversos
cimentos endoddnticos contendo um par de primers correspondentes ao
gene enddégeno GAPDH, normalizador da reacdo; Controle ndo tratado
(UC), o qual serviu de “calibrador”; controle negativo (NEG). A Figura 11

ilustra o esquema utilizado nas rea¢c6es de Quantificacdo Relativa.
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Figura 11 — llustragdo do esquema de comparacao das triplicatas das amostras tratadas,
utilizado nas reag¢bes de Quantificacdo Relativa. GOl = Gene of Interest ou Gene de
Interesse; HKG = Housekeeping Gene ou Gene Endogeno, referéncia ativa da reacao;
UC = Untreated Controle ou Controle néo tratado, calibrador da reacdo; NEG = controle
negativo.
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Os resultados foram obtidos pela comparagao do Ct dos
genes de interesse nas amostras tratadas e controle. As variagdes entre
as amostras foram estatisticamente verificadas pelo teste ANOVA (2
FATORES), com significancia de 5%. Os dados obtidos foram submetidos
a analise estatistica por meio do programa computacional GRAPHPAD
PRISM (Graphpad software Inc, version 5.00).



5 RESULTADOS

5.1 Cultura de células primarias

5.1.1 Subcultivo das células primarias

As células do tipo fibroblastos provenientes de cultura
priméria da polpa dental foram subcultivadas até a quinta passagem para
a realizacdo dos testes de citotoxicidade e genotoxicidade. A sequéncia
de fases proliferativas bem como a adequada proliferacdo das culturas
em cada fase podem ser observadas na figura 12. Nota-se o aumento do
namero de células nas passagens 1 e 2 das culturas (de P1A para P1B e
de P2A para P2B). Nas passagens 3 (P3) e 4 (P4), ja se observa a
formacdo de células bem alongadas, com prolongamentos
citoplasmaticos caracteristicos de fibroblastos.

Apoés o subcultivo até a passagem 5, as células da quinta
passagem foram caracterizadas quanto a morfologia, quanto a presenca
de algumas proteinas, e quanto a auséncia de altera¢cdes cromossdmicas
pelo ensaio de micronucleo. A viabilidade e proliferacdo destas células
também foram verificadas. As células viaveis foram utilizadas nos testes

de citotoxicidade e genotoxicidade.
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P1B

P2A

P3 P4

Figura 12 - Sequéncia de fases proliferativas das culturas (P1 a P4). Observou-se
aumento consideravel do numero de células de P1A para P1B e de P2A para P2B.
Morfologia alongada e formagéo de prolongamentos citoplasmaticos das células em P4.
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5.1.2 Morfologia das células primarias

A morfologia das células primarias de quinta e décima
passagens foram observadas por microscopia de fase e estdo
apresentadas nas figuras 13 e 14. Pode ser visualizado o aspecto
alongado do citoplasma, com prolongamentos evidentes e nucleo
arredondado eliptico bem delimitado, caracteristico das células tipo
fibroblastos. O espagco ocupado por organelas citoplasmaticas e nucleo
apresentando um ou dois nucléolos também ficaram evidenciados. Foi
possivel observar ainda a interacdo celular, com formacdo de malha por

células bem entremeadas.

Figura 13 — Microscopia de fase (40X). Células do tipo fibroblastos provenientes de
quinta passagem de cultura priméria da polpa.
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A figura 14 mostra o aparecimento de algumas células na
passagem 10 com perda de formato alongado, embora muitas células
ainda apresentem este aspecto alongado. Estas células apresentam-se
com morfologia mais alargada do que longa, quando comparadas as

células de passagens anteriores.

Figura 14 — Microscopia de fase (40X). Células do tipo fibroblastos provenientes de
décima passagem de cultura primaria. Verificou-se a presenca de algumas células com
formato menos alongado (setas).

5.1.3 Deteccao de proteinas das células primarias

A deteccdo da a osteocalcina e da fosfatase alcalina
compuseram as formas de caracterizacdo das células primérias de quinta
passagem provenientes da polpa dental. A deteccédo da osteocalcina foi
realizada por dois métodos: imunohistoquimico e imunofluorescéncia. A
fosfatase alcalina foi detectada por método cromogénico utilizando o nitro
blue tetrazolium/NBT e o 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/BCIP
(SIGMAFAST"BCIP®/NBT, Sigma-Aldrich Brasil LTDA).
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5.1.3.1 Caracterizacdo por imunohistoquimica das células primarias

Apos fixacdo das laminas, contendo células da polpa
dental de quinta passagem, em solucdo de 20% de acetona/PBS e
posterior armazenamento das amostras em freezer a -20°C, foi realizada
a deteccdo da osteocalcina. A figura 15 apresenta amostra contendo
pigmentacdo amarronzada distribuida em seu citoplasma, indicando a
presenca de osteocalcina nessas ceélulas. As culturas foram coradas com
DAB (3,3’-diaminobenzidine in chromogen solution, DAKO, Denmark A/S),
contra-coradas com Hematoxilina de Mayer (DAKO North America Inc) e

sequencialmente submetidas a andlise por microscopia Optica.

Figura 15 —Osteocalcina presente nas células da cultura priméaria da polpa (pigmento
amarronzado-seta); A -Microscopia 6ptica, 20X; e B - Microscopia 6ptica 40X.
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A figura 16 apresenta amostra com marcacao negativa no
teste de imunohistoquimica, indicando auséncia do filamento de
citoesqueleto citoqueratina, confirmando desta forma a origem

mesenquimal da cultura priméria.

Figura 16 — Auséncia da citoqueratina nos fibroblastos de cultura priméaria da polpa
dental (Microscopia Optica, 20X e 40X).

5.1.3.2 Caracterizacdo por imunofluorescéncia das células primarias

A figura 17 indica presenca de osteocalcina nas células
de quinta passagem de cultura primaria da polpa dental através de
marcacdo por imunofluorescéncia. Apds incubacdo overnight com
anticorpo primario para osteocalcina policlonal, IgG de coelho FL-100
(Santa Cruz Biotechnology Inc.,USA), na diluicdo 1:400 em solucao de
uso, e incubacgdo por 45 min. com anticorpo secundario Anti-mouse IgG
(whole molecule)-FITC produzido em coelhos (F9137 - Sigma-Aldrich St
Louis, MO, USA), na diluicdo 1:200, as células da polpa apresentaram
fluorescéncia do nucleo (devido a ligacdo de suas estruturas ao DAPI) e
do citoplasma, indicando marcagdo positiva do FITC conjugado a

osteocalcina; o controle negativo (onde o anticorpo primario foi substituido
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por solugdo de uso) apresentou a marcacao positiva apenas no nucleo,

por DAPI; a marcacgao no citoplasma foi negativa.

Figura 17 — Imunofluorescéncia de anticorpo para osteocalcina conjugado ao FITC nas
células de quinta passagem de cultura primaria da polpa dental. As imagens Al e Bl
mostram manchamento do citoplasma por FITC; as A2 e B2 mostram manchamento do
ndcleo por DAPI; A3 e B3 mostram imagens sobrepostas.
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5.1.3.3 Deteccéo da fosfatase alcalina nas células primarias

A presenca da fosfatase alcalina nas células da quinta
passagem da cultura primaria da polpa dental humana foi detectada pelo
método cromogénico utilizando o nitro blue tetrazolium e o 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate (SIGMAFAST "BCIP®/NBT, Sigma-Aldrich
Brasil LTDA). Neste método, a hidrélise do BCIP pela fosfatase resulta na
formacado do leucoindigo, que por sua vez é oxidado pelo NBT em 5,5'-
dibromo-4,4'-dichloro indigo (BCI), azul insolavel. Na reacédo, o NBT &
reduzido no diformazan (DF). Desta forma, a reagado produz um
precipitado roxo insolivel que € uma mistura de NBT-DF e BCI. A figura
18 mostra presenca de precipitacdes arroxeadas distribuidas por todo o
citoplasma celular, compativel com marcacdo positiva para fosfatase
alcalina. A regido ocupada pelo nucleo celular apresenta-se mais clara e

bem delimitada, com auséncia de coloracado arroxeada.

Figura 18 - Presenca da fosfatase alcalina (pigmentacédo arroxeada) nas células da
quinta passagem da cultura primaria da polpa dental humana revelada pelo método
cromogénico utilizando o SIGMAFAST BCIP®/NBT (Sigma-Aldrich Brasil LTDA).
Microscopia de luz invertida (40X).
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5.1.4 Curva padrao de crescimento celular

Para observacgao da proliferacdo e a viabilidade celular, foi
realizado um levantamento do padrdo pelo ensaio colorimétrico MTT
(Sigma-Aldrich Brasil LTDA). Foram plaqueadas 2x10° 5x10° e 8x10°
células primarias da 5% passagem em 200 pl de meio DMEM-F12
(GIBCO/Invitrogen), por poc¢o, em placas de cultura celular contendo 96
pocos (TPP, Trasadingen, Suica). O ensaio do MTT foi realizado nas

culturas em 24 h, em 2, 4, 6 e 8 dias. Os resultados estdo apresentados a
seguir na figura 19.
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Figura 19 — Gréfico ilustrando proliferacdo das células de quinta passagem de cultura
priméria da polpa dental.

As células proliferaram bem nas primeiras 24 horas. Ao
microscopio Optico, as células apresentaram-se bem aderidas ao fundo

dos pocos das placas de 96 pocos nesse periodo, sem formacédo de
sobre-camadas.
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Houve pequena diferengca nos valores indicativos de
absorbancia (A=570 nm) gquando 8000 células foram plaqueadas por poco,
se comparados os periodos de 24 h e 4 dias. Em 24 h, as 8000 células
viaveis produziram Aszonm= 0.078 e em 4 dias de cultura As7onm= 0.08.
Ainda no periodo de 4 dias, foi observada a Aszonm= 0.078 no
plagueamento de 5000 células. Com base nestes valores, observou-se
pouca variagcao na viabilidade celular de 8000 células/po¢o em 24 h para
5000 e 8000 células/poco em 4 dias.

Também foram similares os valores obtidos no
plagueamento de 5000 células/po¢o (As7onm= 0.09) e 8000 células/poco
(As7onm= 0.1) no periodo de 6 dias.

No periodo de 8 dias, observou-se viabilidade celular
limitada quando houve o plagueamento de 2000, de 5000 e de 8000
células/poc¢o (As7onm= 0.01 para os trés periodos).

Valores de absorbéancia igualmente baixos também foram
observados quando 2000 células foram plagueadas por poco, em todos
os periodos.

Em 48h, observou-se viabilidade celular diminuida quando
ocorreu o plagueamento de 8000 células (As7onm= 0.024), se os valores da
absorbéancia forem comparados aos valores correspondentes as 5000
células no mesmo periodo (As7onm= 0.043) e as 8000 células no periodo
anterior (24 h).

5.2 Avaliacédo da Citotoxicidade

A citotoxicidade foi avaliada pela sobrevivéncia estimada
de células primarias de quinta passagem, através do ensaio de MTT

(Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide, Sigma-Aldrich Brasil LTDA)



70

em periodo de 24 h de exposicao as diluicdes dos extratos condicionados
com cimentos endodénticos.

Os valores de viabilidade celular apresentados como
resultado do ensaio de MTT representam porcentagem relativa ao grupo
controle ndo tratado. Os dados obtidos foram submetidos a analise
estatistica por meio do programa computacional GRAPH PAD PRISM
(Graphpad software Inc, version 5.00).

De modo geral, os cimentos testados geraram valores de
sobrevivéncia celular acima de 80% nas diluicbes 1:16 e 1:32, valores
estes indicativos de baixa citotoxicidade quando estes materiais foram
diluidos. Os extratos originais do AH Plus e do EndoREZ produziram alta
toxicidade para as culturas celulares. Os valores médios de sobrevivéncia
celular observados ap0s exposicdo a estes extratos originais foram de
11,1% para o AH Plus e 10,4% para o EndoREZ, se comparados ao
controle ndo tratado. A alta citotoxicidade também foi observada na
diluicdo 1:2 destes cimentos, onde o AH Plus permitiu viabilidde celular de
16,6% e o Endo Rez de 27,9%. Ao contrario do AH Plus e do EndoREZ,
os extratos ndo diluidos do MTA e do RoekoSeal originaram baixa
citotoxicidade nas culturas, com diferencas significantes (P<0.05) nas
diluicbes 1:1 e 1:2. As células expostas ao extrato original do MTA
apresentaram proliferacdo semelhante as células do grupo controle nao
tratado (viabilidade celular de ~100%) e as células expostas ao extrato
ndo diluido do RoekoSeal apresentaram viabilidade celular média de
85,9%; a diluicdo 1:2 do mesmo cimento proporcionou a sobrevivéncia
celular média de 83,6%. A figura 20 mostra a variacdo da citotoxicidade

dos cimentos no extrato original e nas suas diluicdes.
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Figura 20 — Comparagdo da citotoxicidade dos cimentos endoddnticos nas diversas
dilui¢cdes. Os valores indicados sdo medianas com interquartis (25% e 75%).
*AP = AH Plus; ER = EndoREZ; RS = RoekoSeal.

Embora o AH Plus tenha sido batante citotoxico quando
pouco diluido, pode-se observar uma diminuicdo significante nessa
toxicidade a partir da diluicdo 1:4 (P<0.05) em comparacdo aos extratos
mais concentrados (1:1 e 1:2). No caso do EndoREZ, entretanto,valores
indicativos de baixa citotoxicidade sO0 foram observados a partir da
diluicdo 1:16. Houve diferenca significante (P<0.05) entre as diluigbes 1:1
e 1:4 em diante, bem como as diluicbes 1:2 e 1:16/1:32. Pequena
variacdo na viabilidade celular apdés exposicédo das culturas aos extratos
do MTA e do RoekoSeal foram notadas. Em todas as diluicdes estes dois
materiais proporcionaram viabilidade celular média acima de 80% (Figura
21).
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Figura 21 — Comparacéo da citotoxicidade de cada cimento endoddntico em suas
diluicbes seriadas. Os valores aparecem em medianas com interquartis (25% e 75%).

De modo geral, os materiais testados apresentaram
diminuicdo da citotoxicidade proporcional a diluicdo dos mesmos, onde
extratos mais diluidos favoreceram a proliferacdo celular quando
comparados as células expostas aos extratos mais concentrados.

A Tabelal apresenta valores percentuais da
sobrevivéncia celular dos grupos tratados relativos ao grupo controle néo
tratado. Os valores indicados sdo médias, medianas e desvio padrbes

encontrados em cada diluicdo dos cimentos.
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Tabela 1 — Efeito dos extratos dos cimentos endoddnticos na viabilidade
de células de cultura primaria da polpa dental, expressos em
porcentagem relativa ao controle n&o tratado. Os valores indicados séo
meédias, medianas e desvio padrbes encontrados em cada diluicdo dos
cimentos.

DILUICOES AH PLUS ENDO REZ
median med sd median med sd
CONTROLE 100 100 - 100 100 -
1:1 12.7 11.1 5.4 11.63 10.4 5.8
1.2 13.3 16.6 12.7 28.5 27.9 9.4
1:4 101 87.9 24.2 62.7 59.0 22.0
1.8 106 95.1 25.3 67.3 63.6 26.1
1:16 100 92.4 25.0 96.5 85.3 32.7
1:32 105 82.5 38.1 97.2 85.7 26.8
DILUI(;OES ROEKO SEAL MTA
median med sd median med sd
CONTROLE 100 100 - 100 100 -
1:1 77.2 85.9 21.9 100 100 20.3
1.2 88.0 83.6 26.1 86.3 87.8 8.4
1.4 87.7 88.1 9.6 90.8 92.8 9.4
1.8 93.5 93.2 11.7 83.5 81.7 14.2
1:16 101.6 100 14.9 90.5 86.6 14.6
1:32 97.0 100 17.0 97.4 98.2 20.9

Porcentagem de sobrevivéncia celular: Mediana, Média e Desvio Padrao.

A Tabela 2 apresenta as diferencas estatisticas entre os
grupos nas diversas diluicdes dos extratos de cimentos endodénticos. A
sobrevivéncia celular foi afetada na seguinte ordem devido a exposicdo

aos cimentos endodonticos: EndoREZ > AH Plus > RoekoSeal = MTA.

Tabela 2 — Teste de Dunn 5% para as diluicbes dos extratos.

ENICD:EDMD%\IJ'I(?SOS 11 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
AH Plus B B A A A A
EndoREZ B B B B A A
RoekoSeal A A A B A A A

MTA A A A A B A A

* Letras iguais significam auséncia de diferenca estatisticamente significante, letras
diferentes significam diferenca estatisticamente significantes entre os grupos.
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O EndoREZ propiciou a maior toxicidade as células de
cultura primaria da polpa humana e o MTA e RoekoSeal, as menores.

Os cimentos AH Plus e EndoREZ apresentaram maior
citotoxicidade que o RoekoSeal e 0 MTA com significAncia estatistica das
diferencas (P<0.05) no extrato original e na diluicdo 1:2. Nas diluicbes 1:4
e 1:8, o EndoREZ apresentou a menor viabilidade celular se comparado
aos outros cimentos, diferindo significantemente do AH Plus nestas duas
diluicdes (P<0.05). Desta forma, a partir da diluicdo 1:4, o AH Plus, o
RoekoSeal e o MTA propiciaram baixa toxicidade celular. Nas
concentracbes mais baixas (1:16 e 1:32) ndo foram observadas
diferencas significantes entre os grupos, sendo que todos os extratos

foram pouco citotoxicos as células.

5.3 Ensaio de Micronucleo

O ensaio de micronucleo foi realizado nas culturas para
identificacdo de genotoxicidade dos materiais estudados.

Os micronucleos foram identificados como estruturas de
material genético contidas no citoplasma, claramente separadas do
nucleo principal, cercados por uma membrana nuclear, incluindo uma
area 1/3 menor do que a area do nucleo principal (Figura 22).

Apenas células mononucleadas contendo menos que
cinco micronucleos foram contadas; células em mitose e aquelas exibindo
fragmentacao nuclear por apoptose néo foram contadas.

Tais estruturas foram contadas a cada 1000 células
observadas em microscopio de luz invertida, com objetiva de imerséo
(100X - Leica Leitz, Germany).

A escolha das concentracfes dos extratos para o ensaio

de micronucleo foi realizada com base nos resultados obtidos no teste de
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Figura 22 — Microndcleos (setas) encontrados nas células de cultura primaria da polpa
dental apds contato com extratos de cimentos endodoénticos (Microscopia de luz
invertida, Leica Leitz, Germany, 100X).

citotoxicidade. Diluigbes muito citotdxicas foram eliminadas, pois buscava-
se a observacdo de células capazes de se proliferarem, que nao
estivessem em apoptose.

O RoekoSeal e 0 MTA foram utilizados nas diluicbes 1:2,
sendo o RoekoSeal utilizado também na diluicdo 1:4. O EndoREZ foi
utilizado nas diluicbes 1:8 e 1:16; o AH Plus foi utilizado na diluicdo 1:8.

Como controle positivo, foi utilizada solugdo de 5mM EMS
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(EtilMetanoSulfonato). A comparacdo dos microndcleos contados foi
também realizada com a cultura controle néo tratada.

Os resultados indicaram que o EndoREZ na diluicdo 1:8
favoreceu o aparecimento de micronulceos (mn=28,5) com valores
proximos dos valores gerados pelo controle positivo (mn=33). O
RoekoSeal na diluicdo 1:2 gerou 17,7 micronucleos nas culturas
primérias. O mesmo material, entretanto, ndo foi genotoxico na diluicao
1:4 (mn=7,2), valor este comparavel ao encontrado no controle néo
tratado (mn=7,5). Embora ainda apresente genotoxicidade alta em relacéo
ao controle ndo tratado, o EndoREZ também permitiu que valores medios
mais baixos fossem encontrados quando a diluicdo 1:16 foi comparada a
1:8. O numero de microndcleos caiu de 28,5 para 20, 0 que representou
uma diminuigcdo da genotoxicidade relativa ao controle ndo tratado de
aproximadamente 4 vezes para 2,5 vezes. O AH Plus apresentou
genotoxicidade baixa na diluicdo 1:8, com valores 3 vezes menores que 0
controle positivo e sem diferenca significante do controle nao tratado (1,4
vezes). O MTA, mesmo pouco diluido, também apresentou baixa
toxicidade neste ensaio (2,4 vezes menor que o controle positivo).

A tabela 3 mostra valores médios de micronucleos

contados a cada 1000 células.

Tabela 3 - Formacao de micronucleos pelo contato das células da quinta
passagem de cultura primaria da polpa dental humana com extratos dos
cimentos endodonticos. Valores expressos em microndcleos por 1000
células, indicando os valores das médias.

Diluigdes dos Extratos Média
AH Plus (1:8) 11
EndoREZ (1:8) 28.5

EndoREZ (1:16) 20
RoekoSeal (1:2) 17.7
RoekoSeal (1:4) 7.2
MTA (1:2) 13.5
Controle néo tratado 7.5

EMS (5 mM) 33
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De maneira geral, considerando a forma diluida utilizada
de cada material, o extrato do EndoREZ (na diluicdo 1:8) proporcionou a
maior genotoxicidade observada nas células de cultura primaria da polpa
dental, seguido do RoekoSeal (1:2). O AH Plus e o MTA apresentaram
valores médios ligeiramente aumentados em relagdo ao controle nao
tratado, mas dentro do esperado (valor aproximado ou inferior a 12

micronucleos em cada 1000 células contadas).

5.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real por Retro-

Transcricdo (RT-PCR em Tempo Real)

5.4.1 Obtencéo das Amostras

Apébs os testes de citotoxicidade, foram estabelecidas as
subdoses dos extratos dos cimentos testados. Com base nos resultados
obtidos no ensaio de MTT e no ensaio de micronucleo, as seguintes
subdoses foram selecionadas para a quantificacéo relativa da expressao
génica: AH Plus 1:16; EndoREZ 1:32; RoekoSeal 1:4 e MTA 1:4.

Apés a sensibilizacdo das células com o0s extratos
condicionados, o RNA total foi isolado, quantificado e armazenado a -
80°C até sua utilizacdo nas reacdes de retrotranscricdo. As amostras
obtidas apresentaram valores de absorbancia Azeo2s0 ~2.0, de modo que o
grau de pureza necessario para o bom desempenho das reacbes
subsequentes foi atingido.

As amostras apresentaram quantidade de RNA suficiente
para todas as reacfes seguintes que se fizeram necessarias. Utilizou-se a

guantidade del pug de RNA na retro-transcricao.
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5.4.2 Eficiéncia das Reacbes

A validacédo por meio de “Curvas de Eficiéncia” das
reagbes de amplificacdo foi feita antes que iniciassem as comparagoes
relativas.

Uma curva padréo foi desenvolvida para cada um dos
primers selecionados, pois nesta fase foi testada a eficiéncia de
amplificacdo dos pirmers correspondentes aos genes de interesse (alvo) e
aos genes endbégenos (que seriam posteriormente utilizados como
referéncia ativa). Foram utilizadas para a curva padrao triplicata de
amostras em 4 diluicdes seriadas de base 10, sendo que pelo menos trés
pontos de diluicdo foram considerados na confeccdo da curva de
eficiéncia. Os graficos correspondentes as curvas-padréo estéo ilustrados

nas figuras 23 a 28.

Figura 23 — Curva padréo de eficiéncia do RUNX-2; série de dilui¢cbes de 1:10 a 1:10000.



Figura 24 — Curva padréo de eficiéncia da OC; série de diluigbes de 1:1 a 1:1000.

Figura 25 — Curva padréo de eficiéncia do BMP-2; série de diluicdes de 1:10 a 1:1000.
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Figura 26 — Curva padréo de eficiéncia do OPN; série de diluigbes de 1:1 a 1:1000.

Figura 27 — Curva padréo de eficiéncia da ALP; série de dilui¢des de 1:1 a 1:100
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Figura 28 — Curva padréo de eficiéncia do GAPDH; série de diluicdes de 1:10 a 1:10000.

Procurou-se observar em todas as curvas, eficiéncia
~100% (Slope ~ -3,32) e coeficiente de correlagdo = 0,99.

A eficiéncia foi verificada também através da “curva de
melting”, onde houve formagdo de um pico Unico e evidente, com
temperatura de melting (Tm) acima de 80°C, indicando a auséncia de
anelamento do primer com ele mesmo ou de outros produtos
inespecificos. As figuras 29 a 34 apresentam os graficos da curva de

melting dos primers utilizados nas reacdes de PCR em Tempo Real.
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Figura 29 - Curva de Melting do RUNX-2.
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O gene DMP1 foi fracamente expresso nas células da
polpa dental, de dificil detec¢cdo. Na tentativa de realizacdo da curva
padrao do DMP1, foi observada a amplificacdo correspondente a apenas
uma amostra da triplicata, no Ct ~35. Acreditou-se inicialmente em se
tratar de produto inespecifico. No entanto, numa nova reacao contendo
apenas amostras da triplicata do DMP1 com cDNA puro (1:1); amostra
controle com o gene endégeno GAPDH e o mesmo cDNA puro (1:1); e
um controle negativo, onde o cDNA foi substituido por agua DEPC,
indicou que a deteccdo do DMP1 ocorrera aproxiadamente no ciclo 35. A
deteccdo da expressdo deste gene so foi possivel apos alteracdo do
programa padrao utilizado para todos os outros genes de interesse. O
programa teve inicio com a incubacdo UDG por 2min a 50°C; seguido de
desnaturacdo a 95°C por 2 min; foram a seguir realizados 40 ciclos de
95°C por 15 seg e 60°C por 40 seg, e ndo 30 seg, como anteriormente
padronizado. Por esse motivo, ndo foi possivel a analise da curva de
eficiéncia deste gene em especifico. No intuito de evitar-se uma analise
com valores inconsistentes, o DMP1 nao participou da comparacao

relativa.

5.4.3 Quantificacdo Relativa

O resultado da quantificacdo relativa representa a
variacdo no nivel de expresséo dos genes de interesse (BMP-2, RUNX-2,
BGLAP, ALP e SPP1) entre as amostras sensibilizadas pelos extratos dos
cimentos endoddnticos e do MTA e a amostra do controle ndo tratado
(calibrador, normalizado em 1).

Em cada reacdo, o bloco de PCR em Tempo Real foi
preenchido com triplicata de amostras sensibilizadas contendo primers

especificos para um dos genes-alvo, com triplicatas de amostras
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sensibilizadas contendo primers do controle enddgeno (referéncia ativa,
normalizador), com o controle ndo tratado (UC), o qual serviu de
“calibrador”, e com controle negativo (NEG). Os resultados foram obtidos
pelo método de comparacdo da variacdo do Ct dos genes de interesse
nas amostras sensibilizadas e na amostra controle e estdo apresentados

a seguir na tabela 4.

Tabela 4 - nimero de vezes que cada gene foi expresso em relacéo ao
Controle (Calibrador) normalizado em 1.

CONTROLE MTA  AHPLUS ROEKO SEAL EndoREZ

oC

6 h 1 2.43 1.96 4.15 3.95
12 h 1 1.20 0.79 0.54 0.56
24 h 1 1.34 0.60 0.99 1.29
ALP

6 h 1 1.09 0.79 0.63 0.54
12 h 1 0.81 0.47 0.34 0.35
24 h 1 0.61 0.48 0.34 0.28

BMP2
6 h 1 151 0.40 1.79 1.39
12 h 1 3.49 1.92 2.47 2.58
24 h 1 1.76 1.83 3.39 1.79
RUNX2

6 h 1 1.30 0.81 0.53 1.50
12 h 1 1.28 0.38 0.60 1.49
24 h 1 1.13 1.15 0.55 0.50
OPN

6 h 1 3.47 2.45 6.29 9.76
12 h 1 1.94 1.84 1.72 3.3
24 h 1 2.14 4.5 1.58 8.21

A figura 35 mostra gréficos que representam a
comparacao do numero de vezes que cada gene foi expresso em relacao
ao controle ndo-tratado, normalizado em 1.

Considerando as variagbes num mesmo periodo de
exposicao, observou-se que em 24 h: o EndoREZ apresentou o maior
aumento de expressao da OPN, seguido pelo AH Plus. Nesse mesmo
periodo, a expressdo da OPN nas amostras do MTA e RoekoSeal foram

significantemente menores que as do EndoREZ (P<0,05).
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Figura 35 — Comparacdo da quantificacdo relativa de expressdo das amostras. Os
valores indicam o ndimero de vezes de expressao em relacdo ao controle ndo tratado
normalizado em 1 (A - ALP; B - RUNX-2; C - BMP-2; D - OC; E — OPN).

A reducéo de expressao da OPN foi de ~4x nas amostras
sensibilizadas pelo MTA e de ~5x nas amostras sensibilizadas pelo

RoekoSeal quando comparadas a amostra do EndoREZ.
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Também em 24 h, observou-se pouca variacdo na
expressao da osteocalcina (OC) em relacdo ao controle, com excecao do
AH Plus, que obteve 60% da expressao do mesmo.

O RoekoSeal foi a amostra que apresentou o maior valor
de expressdo do BMP-2 (~3x o controle) em 24 h, embora todas as
amostras tivessem obtido um aumento de expressao em ~1,7x o controle
nesse mesmo tempo experimental. Apos 12 h de contato, a expressao do
BMP-2 pelas amostras tratadas por MTA foi de ~3x mais que o controle; a
do AH Plus mostrou um aumento de expressao de 1,9x o cotrole; o
RoekoSeal e 0 EndoREZ de ~2,5x.

Ainda no periodo de 24 h, o EndoREZ e o RoekoSeal
mostraram expressao do RUNX2 50% menor que o controle ndo tratado.
Nesse periodo de contato, o MTA e o AH Plus se comportaram de
maneira semelhante ao controle. No caso do AH Plus, a diferenca de
expressdo do gene RUNX2 esteve no periodo de 12 h, onde observou-se
reducao de ~2.5x em comparacédo ao controle.

A expressdao da fosfatase alcalina (ALP) apresenta-se
diminuida pelo contato com os materiais tanto em 6 h, quanto em 12 h e
24 h. Em 12 h e 24 h, o RoekoSeal e 0 EndoREZ mostram os menores
valores se comparados ao controle. A maior expressdo da fosfatase
alcalina nestes tempos experimentais foi apresentada pelas amostras
sensibilizadas pelo MTA, as quais apresentaram valor de expressao
similar ao controle néo tratado.

Em 12 h de contato, todas as amostras apresentaram
expressdes da OPN aumentadas em relacdo ao controle ndo tratado.
Nesse periodo a expressdao do EndoREZ foi também a maior se
comparado aos outros cimentos (~3x a expressao do controle). Os outros
materiais promoveram niveis similares de expressdo da OPN em 12 h
(~1.8x controle).

A expressao da OC em 12 h aparece reduzida em ~50%
nas amostras do RoekoSeal e EndoREZ em relagéo ao controle. O MTA
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apresenta expressao similar ao controle, e as amostras do AH Plus
expressaram ~80% em relacao ao controle ndo tratado.

Em 6 h de contato, todos os materiais promoveram
aumento da expressdo da osteocalcina em relacdo ao controle nao
tratado. Neste periodo, os maiores valores aparecem nas amostras do
RoekoSeal e do EndoREZ.

Ao observar as variagbes comparando o0s 3 tempos
experimentais, percebe-se que: a expressdao do gene RUNX2 néo
apresentou variacdes significantes para o MTA e o RoekoSeal nos
diferentes periodos (6 h, 12 h e 24h). No AH Plus, observou-se diminuigédo
da expressao do RUNX2 quando comparados os periodos de 6 h e 12 h,
seguida de aumento da mesma no periodo seguinte. A amostra do
EndoREZ apresentou queda significante de expressdo do RUNX2 de 12 h
para 24 h de contato.

A expressdo da OC aparece elevada no periodo de 6 h
em todas as amostras comparadas ao controle. Pequena variacao foi
observada na expressédo da OC na amostra do MTA e do AH Plus de 12 h
para 24 h. Observou-se aumento da expressao deste gene em 24 h para
0s extratos de EndoREZ e RoekoSeal.

A expressdo da fosfatase alcalina apresentou-se quase
invariada no periodo de 12 h para 24 h em todos os grupos. Apds 24 h a
expressdo da fosfatase mostra reducdo de ~50% em todos oS grupos
quando comparada ao periodo de 6 h.

A expressdo da OPN também aparece elevada nas
primeiras horas de contato com os extratos. Entretanto, se comparados
os periodos de 12 e 24 horas, observa-se aumento significante na
expressao da OPN apenas nas amostras do EndoREZ, embora o AH Plus
também apresente elevacdo da expressdo deste gene. O MTA e o
RoekoSeal apresentam pouca variacdo neste mesmo periodo.

Com relacdo ao gene BMP-2, tanto o MTA quanto o
EndoREZ apresentaram seus maiores niveis da expressdo em 12 h de
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contato. Ao observar os valores expressos em 6 h e 24 h, pequena
variacdo existiu nessas amostras. O RoekoSeal gerou aumento na
expressdo do BMP-2 com o passar do tempo, sendo que a maior variagcao
ocorreu de 12 para 24 horas. O AH Plus causou um aumento da
expressao génica do BMP-2 em 12 h, entretanto, ap0s este periodo nédo

houve variacéo significante nesses valores.



6 DISCUSSAO

6.1 Cultura de células primarias

Estudos que avaliam a toxicidade de materiais de uso
odontologico tem empregado os mais variados tipos celulares. Alguns
estudos in vitro foram realizados com a utilizacdo de culturas primarias,
como as culturas de fibroblastos imortalizados de ratos - 3T3 (células da
cultura primaria do ligamento periodontal), as culturas imortalizadas de
odontoblastos MDPC-23 e as HDPC, células de cultura priméria da polpa
(Galler et al., 2011, Lessa et al., 2010). Outros estudos foram feitos com a
utilizacdo de linhagens celulares bem estabelecidas, como a L929 ou a
V79 (fibroblastos de hamster chinés) e as células MG63, ou human
osteoblast-like MG63 cell (Miletic et al., 2005; Silva, 2011; Xu et al., 2010).

Neste estudo, foram utilizadas células tipo fibroblastos de
cultura primaria da polpa dental de terceiro molar com rizogénese
incompleta, para que alteracbes relacionadas a mineralizacdo e
toxicidade dos materiais, destinados a serem alocados em regides onde
tecidos dentarios e estruturas a ele circunvizinhas estariam em contato,
pudessem ser notadas.

Em ensaios de MTT, o fibroblasto tem sido um bom
modelo por diversas razdes: este tipo celular apresenta caracteristicas
semelhantes as das células encontradas em tecidos que estariam em
cotato com o material testado quando este fosse utilizado; uma segunda
razao para que fibroblastos sejam utilizados em ensaios de citotoxicidade
€ que este tipo celular apresenta boa proliferacdo, em tempo de cultivo
relativamente curto (24-48h). Quando os resultados a longo prazo séo
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buscados, os fibroblastos podem facilmente ser cultivados por periodos
maiores. Outro bom motivo de uso do fibroblasto € que estas células tem
manipulagéo simples, com baixo risco associados a elas.

O numero de células plaqueadas por po¢o nos ensaios de
citotoxicidade e de genotoxicidade foi decidido apds realizacdo da curva
padrdo de crescimento celular. A literatura apresenta diversos estudos
onde 2000, 5000 e 8000 células foram utilizadas (Bin et al., 2011; Galler
et al., 2011). Observou-se que em 24 h, a proliferacédo e viabilidade
celulres aumentaram linearmente em relacdo ao tempo de cultivo. Em
48h, talvez por limitacdo de espagco concomitante a competicido por
nutrientes disponiveis no meio, obsevou-se que o crescimento de 8000
células plaqueadas foi baixo, inferior ao de 5000 células. Em 4 dias, a
viabilidade celular aproxima-se novamente das plaqueadas inicialmente,
sendo que néo foram observadas variagfes entre os grupos de 5000 e
8000 células. Em 8 dias, o crescimento foi bastante limitado em todos os
grupos. Optou-se desta forma por plagueamento de 8000 células por
poco, em 24 h de adesado celular. Nos testes de genotoxicidade, o0s
nameros utilizados sdo proporcionais aos dos testes de citotoxicidade.

6.2 Preparo dos extratos

Durante o preparo dos extratos, as amostras de
espécimes dos cimentos foram preparadas e padronizados de acordo
com as normas da ISO 10993-5 (1992) que propde a padronizacdo dos
espécimes na relagdo area/volume de 50 a 600 mm?/ml onde a superficie
do material em contato com o meio de cultura permite a liberacdo de
substancias pelo material durante o seu tempo de endurecimento. No
presente estudo foi utilizada a relacdo 84,06 mm?/ml, sendo os espécimes

preparados e utilizados apés 6 h de endurecimento. Procurou-se desta
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forma a obtencdo de um extrato ainda capaz de indicar o efeito que o
material estudado exerceria sobre as culturas celulares, sem que estes
efeitos fossem modificados por polimerizacéo incompleta dos materiais.

No teste de microndcleo, as culturas foram sensibilizadas
com as subdoses dos extratos do AH Plus (Dentsply De Trey, Germany)
na diluicdo 1:8; do EndoREZ (UltradentProductsinc,USA) nas diluicbes
1:8 e 1:16; do RoekoSeal (RoekoSeal Automix, Colthene/Whaledent,
Germany) nas diluicbes 1:2 e 1:4; e do MTA Branco (Angelus, Parana,
Brasil) na diluicéo 1:2.

Com base nos resultados obtidos no ensaio de MTT e no
ensaio de micronucleo, as seguintes subdoses foram selecionadas para a
guantificacdo relativa da expressdo génica: AH Plus 1:16; EndoREZ 1:32;
Roeko Seal 1:4 e MTA 1:4.

As diluicOes dos extratos de cimentos endododnticos foram
selecionadas para os testes de micronucleo e de PCR em Tempo Real,
por terem sido identificadas como tendo permitido viabilidade celular
similar dentre os materiais testados, e posteriormente por ndo terem

provocado genotoxicidade muito elevada nas células.

6.3 Citotoxicidade dos cimentos

A citotoxicidade foi avaliada pela sobrevivéncia estimada
de células primarias de quinta passagem, através do ensaio de MTT
(Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide, Sigma-Aldrich Brasil LTDA)
em periodo de 24 h de exposicao as diluicdes dos extratos condicionados
com cimentos endododnticos.

Os extratos originais (1:1) do AH Plus e do EndoREZ
produziram alta toxicidade para as culturas celulares. A alta citotoxicidade
também foi observada na diluicdo 1:2 destes cimentos, onde o AH Plus
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permitiu viabilidade celular de 16,6% e o EndoREZ de 27,9%. Ao contrario
do AH Plus e do EndoREZ, os extratos ndo diluidos do MTA e do Roeko
Seal originaram baixa citotoxicidade nas culturas: as células expostas ao
extrato original do MTA apresentaram proliferacdo semelhante as células
do grupo controle nao tratado (viabilidade celular de ~100%) e as células
expostas ao extrato ndo diluido do RoekoSeal apresentaram viabilidade
celular média de 85,9%. Estas diferencas de citotoxicidade foram
significantes (P<0.05 nas diluicbes 1:1 e 1:2), onde em concentragdes
mais altas o AH Plus e o0 EndoREZ apresentaram alta toxicidade quando
comparados ao MTA e RoekoSeal, que nao foram citotoxicos para células
da polpa.

Embora alguns estudos tenham verificado a alta
toxicidade do AH Plus (Bin et al., 2011; Camargo et al., 2009; Miletic et
al., 2005; Schweikl, Schmalz, 2000; Silva, 2011; Souza et al., 2006),
outros autores mencionaram a baixa citotoxicidade do mesmo em culturas
celulares (Al-Hiyasat et al., 2010, Oztan et al., 2003).

Os resultados apresentados no testes de citotoxicidade
deste estudo apontam a maior toxicidade do AH Plus e do EndoREZ em
relacdo ao RoekoSeal e MTA. Assim como diversos estudos que
indicaram uma alta citotoxicidade inicial do AH Plus mostraram que a
reacdo inflamatéria causada pelo contato com o este cimento era
transitoria, o presente estudo verificou que em concentracfes mais
elevadas, ou seja, extratos pouco diluidos, a toxicidade do AH Plus foi
alta, sendo que a mesma decresceu apos cada diluicdo. Esta situacdo
pode ser comparada a uma dissolucdo dos componentes mais toxicos
com o passar do tempo de contato, concordando com resultados
observados por outros autores (Farhad et al., 2011; Miletic et al., 2005;
Scarparo et al., 2009; Schweikl, Schmalz, 2000).

Ao serem consideradas as diversas propriedades dos
materiais endodoénticos, a acdo citotdxica inicial do AH Plus pode ter
associado a ela um efeito benéfico de acdo anti-microbiana. Segundo
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estudo realizado por Willerhausen et al. (2011), o AH Plus promove
juntamente com a diminuicdo da viabilidade celular um forte efeito anti-
microbiano sobre P micra; além de bom selamento, previnindo também a
recolonizacao do canal radicular por microrganismos.

Ao comparar 4 cimentos resinosos em 2010, Al-Hiyasat et
al., observaram citotoxicidade baixa no AH Plus e moderada no EndoRez;
outros dois cimentos testados (Epiphany e MetaSeal) produziram
toxicidade severa em cultura de fibroblastos. A metodologia empregada
por estes autores, entretanto, utilizou extratos em 7 dias apdés a
manipulacdo. Este método permitiu aqueles componentes mais toxicos se
dispersarem no decorrer do periodo testado. Desta forma, a toxicidade do
AH Plus foi leve. Mesmo com este periodo maior no preparo dos extratos,
a toxicidade causada pelo EndoREZ ainda foi considerada moderada.

Diversos autores observaram maior agcdo citotoxica do
EndoREZ em relacédo a outros cimentos (Brackett et al., 2010; Eldeniz et
al., 2007; Silva, 2011; Souza et al., 2006). Estudos também indicam que
em tecidos de ratos, o EndoREZ pode causar inflamagéo intensa,
possuindo biocompatibilidade tecidual reduzida (Scarparo et al., 2009;
Souza et al.,, 2006; Zmener et al., 2005). Neste estudo, o EndoREZ
apresentou alta citotoxicidade as células primarias da polpa dental. Esta
toxicidade deve-se a presenca do UDMA em sua formulacéo (Eldeniz et
al., 2007) e principalmente pela camada de inibicAo de oxigénio que
mesmo apos o endurecimento do material, se mostra plastica.

Assim como o RoekoSeal, o MTA apresentou baixa
citotoxicidade neste estudo. Diversos outros autores mencionam que 0O
RoekoSeal tenha efeito invariado com o decorrer do tempo,
apresentando-se desta forma como um material de baixa citotoxicidade,
mesmo imediatamente ap0s sua manipulacdo (Gencoglu et al., 2009;
Miletic et al., 2005; Oztan et al., 2003; Silva, 2011).

Estudos observaram também a boa tolerancia tecidual ao

MTA, onde testes realizados com este material indicaram baixa toxicidade
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e ainda estimulacédo de mineralizacdo ou de proteinas a ela relacionadas
(Bin et al., 2011; Guven et al., 2007; Lessa et al., 2010; Maeda et al.,
2010; Yasuda et al., 2008).

6.4 Ensaio de Micronucleo

Micronucleos foram contados como estruturas presentes
nos citoplasmas das células, cercados por uma membrana nuclear,
incluindo uma area 1/3 menor do que a area do nucleo principal,
indicativos de genotoxicidade celular.

No teste de microndcleo, como controle positivo, foi
utilizada solugdo de 5 mM EMS. A comparacdo dos micronucleos
contados foi realizada com a cultura controle ndo tratada e com os
extratos dos cimentos endodoénticos em diluicdes especificas.

Os resultados indicaram que o EndoREZ na diluigcdo 1:8
favoreceu o aparecimento de 28,5 micronucleos, valores estes préximos
aos gerados pelo controle positivo (mn=33). Além do efeito citotoxico
propiciado as células primarias da polpa dental, 0 EndoREZ apresentou
alta genotoxicidade, provavelmente devido ao UDMA e a camada de
inibicdo de oxigénio presente em sua formulagéo (Eldeniz et al., 2007). Na
diluicdo 1:16, houve reducdo do numero de micronucleos contados em
comparacao a diluicdo 1:8, de 28,5 para 20 micronucleos. Entretanto, este
valor ainda foi 2,6 vezes maior que o encontrado no controle nao tratado.

O RoekoSeal na diluicdo 1:2 gerou 17,7 microndcleos nas
culturas primarias. Tendo em vista que este valor é quase a metade do
namero médio de microndcleos gerados pelo controle positivo, e ainda
que o MTA (1:2) e o AH Plus (1:8) também apresentaram valores
ligeiramente maiores que o controle (13,5 e 11 micronucleos,

respectivamente), o valor aumentado em relacdo ao controle néo tratado
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pode estar simplesmente relacionado a acéo irritante de um material
estranho, pouco diluido, em contato com as culturas celulares. Na diluicdo
1:4, o RoekoSeal j4 apresenta média de 7,2 micronucleos, sendo este
valor comparavel ao encontrado no controle ndo tratado (mn=7,5) e

indicando, nesta diluicdo uma baixa genotoxicidade deste cimento.

6.5 Quantificacao Relativa

Para o desenvolvimento da PCR em Tempo Real,
buscou-se a obtencdo de amostras que apresentassem valores de Azesor2s0
~2.0, de modo que o grau de pureza necessario para o bom desempenho
das reacdes subsequentes fosse atingido.

O RNA foi purificado com a utilizacdo do PureLink™ RNA
Mini Kit (Ambion, Life Technologies Corporation, Carlsbad, California,
USA), associado ao reagente Trizol (Ambion, Life Technologies
Corporation, Carlsbad, California, USA).

A obtencdo de RNA livre de contaminacgdes, com grau de
pureza desejavel para as reacoes de PCR em Tempo Real foi facilitada
com a utilizac&o do sistema de colunas do kit de purificacéo.

O RUNX2 é um fator de transcricdo que controla o
processo de diferenciacdo e maturacdo 6ssea modificando a expressao
de diversos genes, como OPN (SPP1), e OC (BGLAP). Durante o
processo de diferenciacdo de osteoblastos, RUNX2 direciona células
mesenquimais pluripotentes a linhagem odontoblastica. A expressao do
RUNX2 é alterada como um processo dindmico: RUNX2 aparenta ser
fortemente expresso até a formacdo de osteoblastos imaturos, e durante
0 processo de maturacdo sua expressao é diminuida. Em situacdes onde

a expressao do RUNX2 é aumentada, ocorre a inibicdo da maturacdo dos
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osteoblastos e a reducéo da expressdo da OC e aumento da expressao
da OPN (Komori, 2009; Maruyama et al., 2007).

Ao observar as variagbes comparando o0s 3 tempos
experimentais, percebe-se que: a expressao do gene RUNX2 nao
apresentou variacfes significantes para o MTA nos diferentes periodos
(6h, 12h e 24h). Esta similaridade ao controle e estabilidade na expressao
deste fator de transcricdo indica que o MTA n&o estaria interferindo no
processo de diferenciacdo e maturacdo celular nestes periodos
experimentais.

O RoekoSeal e o AH Plus apresentaram expressao
reduzida do fator de transcricdo RUNX2 em alguma fase do experimento.
Ao considerar que nesta fase as células sdo imaturas para osteogénese,
acredita-se que a diminuicdo do RUNX2 tenha ocorrido pela acéo do
contato com um material estranho. O AH Plus apresentou esta reducéo
de expressdo mais evidente em 12 h de contato. Em 24 h, a expressao do
RUNX2 na amostra do AH Plus ja voltou a ser semelhante ao controle e
ao MTA. Tal fato pode ter ocorrido devido a alta toxicidade inicial do AH
Plus mencionada por diversos autores (Miletic et al., 2005; Schweikl,
Schmalz, 2000; Silva, 2011), que talvez tenha causado uma alteracéo
transitoria no processo normal de diferenciacédo celular, da qual a célula
tenha rapidamente se recuperado. Com relacdo ao RoekoSeal, a
expressdo do RUNX2 é reduzida, mas permanece estavel em todos os
periodos, o que indica que o tempo de contato com o material ndo estaria
promovendo dano maior que o causado pelo contato inicial.

De um modo geral, ao comparar o quadro de variacoes
nas expressdes dos genes que expressam as proteinas relacionadas a
mineralizacdo, verificamos que o material que causou a menor variagao
nas amostras foi 0 MTA, como era esperado. Nas amostras sensibilizadas
pelo MTA, expressao do gene RUNX2 foi similar a do controle nos trés
periodos observados. O mesmo foi observado na expressdo da fosfatase

alcalina (ALP) nas amostras deste material e também da osteocalcina
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(OC). No caso da OC, a amostra do MTA apresentou elevada expressao
apenas no grupo de 6 h, mas este fato foi observado em todos os outros
materiais testados. Ainda no caso do MTA, nota-se aumento da
expressdo do BMP-2 em 6 h, 12 h e 24 h de contato, sendo este
incremento de BMP-2 mais evidente apds 12 h de contato. O aumento do
BMP-2 estimulado pelo contato com MTA concorda com estudos
anteriores (Maeda et al., 2010 e Yasuda et al., 2008), onde os autores
verificaram que o MTA ndo so favorece a expressdo do BMP-2, como
exerce importante papel no processo mineralizagdo como um todo.
Dentro da metodologia empregada neste estudo, o MTA atuou como
material biocompativel, que favorecendo a expressao do gene BMP-2 na
guantificacdo relativa por PCR em Tempo Real.

Em todos os tempos experimentais, observou-se também
um aumento na expressao da OPN pelo contato com o MTA. Observou-
se ainda que os valores, mesmo aumentados, mantiveram-se estaveis em
12 e 24 h apdés o contato, tanto nas amostras do MTA quanto nas
amostras do RoekoSeal.

A OPN tem diversas fungbes e € expressa em diversas
situacdes em diversos tecidos e tipos celulares, entre eles osteoblastos,
odontoblastos e fibroblastos. A expressdo da OPN pode ser afetada por
horménios, citoquinas, fatores de crescimento, etc. Em geral, a OPN tem
como funcdo primordial a reparacdo e sua expressdo é normalmente
aumentada ap0s injuria ou agressao (Sodek et al., 2000).

Em 2003, Rashid et al. investigaram o efeito do célcio
extracelular sobre as proteinas relacionadas a mineralizacdo 0Ossea,
dentre elas a ALP, a BMP-2 e a OPN em células de cultura primaria da
polpa humana. Os autores observaram que a elevacao da concentracao
de calcio promoveu um aumento na expresséao tanto do BMP-2 quanto da
OPN e diminuicdo da expressédo da fosfatase (ALP).

ApoOs contato com os extratos dos cimentos endodonticos,

a OPN aparece com expresséao elevada de modo geral, o que nos induz a
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acreditar que tal aumento de expresséo tenha ocorrido pela presenca em
altas concentracfes das substancias componentes dos proprios materiais,
num primeiro momento de contato. O aumento da expressédo deste gene
foi significante nas amostras do EndoREZ em 12 h e 24 h; esta expressao
elevada foi observada também nas amostras do AH Plus em 24 h de
contato.

Com excegédo do MTA, as amostras dos outros cimentos
também apresentaram reducao acima de 50% na expressao da fosfatase
alcalina com relacéo ao controle néo tratado, onde o AH Plus apresentou
reducdo de ~50%, seguida do RoekoSeal e EndoREZ, cujos valores
foram reduzidos para ~35% e ~30%, respectivamente.

Conforme observado em estudos anteriores, quando
ocorre diminuicdo da fosfatase alcalina ndo especifica durante o processo
de diferenciacdo 6ssea, além de haver um acumulo de PPi por falta de
hidrolise do mesmo (devido a auséncia da fosfatase), ocorre ainda a falta
de Pi, originando o desequilibrio no processo normal de biomineralizac&o.
Segundo Harmey et al., 2004, o acumulo do PPi associado a alta
expressdo da OPN promoveu hipomineralizagédo em osteoblastos.

Em 12 h, o EndoREZ apresentou concomitantemente
reducdo na expressdo da osteocalcina, aumento significante na
expressao da OPN e reducao de 65% na fosfatase alcalina, associado
ainda a leve elevacdo na expressdo do RUNX2. Tais valores presentes
em 12 h e também em 24 h (exceto OC, que permaneceu estavel nesse
biomineralizacdo (Harmey et al., 2004; Komori, 2009; Maruyama et al.,
2007).

O AH Plus apresentou quadro de expressdo dos genes
OPN e ALP similar ao do EndoREZ apés contato de 24 h. No entanto,
estes valores apresentaram-se mais discretos, principalmente em contato
del?2 h.
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O gene DMP1 foi fracamente expresso nas células da
polpa dental, com dificil deteccdo. Por esse motivo, ndo foi possivel a
andlise da curva de eficiéncia deste gene em especifico. Na tentativa de
realizagdo da curva padrdo do DMP1, foi observada a amplificagdo do
DMP1 no Ct ~35.

Segundo Abd-Elmaguid et al., 2012, o DMP1 tem como
uma de suas fun¢bes a indugdo da diferenciagdo de células imaturas da
polpa dental em odontoblastos, e tal proteina normalmente é ausente em
polpas nao inflamadas e dentes impactados com rizogénese completa.

Martinez et al., 2009, mencionaram que a marcagao
positiva ou negativa observada em células imaturas da polpa dental
representa o potencial de diferenciacdo destas células em células
odontoblasticas ou representam células mesenquimais, respectivamente.

Acredita-se desta forma, que a detecc¢éo fraca da DMP1
em células da polpa dental, tenha ocorrido em funcédo de se tratarem de
células imaturas, mas com potencial de diferenciacdo a elas associado
devido aos tecidos de sua origem.

De acordo com os resultados da expressao génica,
futuros estudos devem ser realizados para verificar se as alteracées na

expresséo dos genes serdo confirmadas na sintese proteica.



7 CONCLUSAO

De modo geral, os materiais testados apresentaram
diminuicdo da citotoxicidade proporcional a diluicho dos mesmos, onde
extratos mais diluidos favoreceram a proliferacdo celular quando
comparados as ceélulas expostas aos extratos mais concentrados. Os
testes de citotoxicidade indicaram que a sobrevivéncia celular foi afetada
pelos extratos, do mais toxico para o menos toxico, na seguinte ordem:
EndoREZ > AH Plus > RoekoSeal = MTA.

O EndoREZ (1:8) propiciou 0 maior numero de
microntleos no ensaio de genotoxicidade, semelhante ao controle
positivo, diferindo dos demais materiais.

O AH Plus apresentou quadro de expressao dos genes
OPN e ALP similar ao do EndoREZ apés contato de 24 h. Os dois
cimentos propiciaram concomitantemente aumento na expressao da OPN
e reducdo na expressao da ALP em relacdo ao controle nao tratado,
embora os valores tenham sido mais discretos no AH Plus.

As amostras sensibilizadas pelo RoekoSeal apresentaram
diminuicAo da expressdo da ALP associada a expressdo da OPN
decrescente com o tempo de contato. Verificou-se expressdo também
reduzida, porém estavel, do gene RUNX2, em relacdo ao controle ndo
tratado.

Nas amostras sensibilizadas pelo MTA, expressdo do
gene RUNX2, da fosfatase alcalina (ALP) e da osteocalcina (OC)
apresentou pouca variagdo em relacdo ao controle nos periodos

observados.
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ANEXO A — Certificado do Comité de Etica em Pesquisa.
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ANEXO B — Declara¢édo de doacgéo para pesquisa de dentes extraidos na
clinica de cirurgia da UNES
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