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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos dos cimentos AH Plus, Sealer 26 e Sealer Plus BC
sobre a citotoxicidade e a modulacdo inflamatoria em culturas de macro6fagos expostos ou ndo ao
lipopolissacarideo bacteriano (LPS). Os cimentos foram manipulados e, ap0s presa inicial,
condicionados com meio de cultura sem soro por 24 h (1 mL/cm?). Macréfagos da linhagem RAW
264.7 foram expostos aos extratos dos cimentos na proporg¢éo de 1:16 em meio de cultura contendo
ou ndo LPS. Avaliou-se a morfologia celular em 24 h por epifluorescéncia, a viabilidade celular
em 24 h pelo ensaio Live/Dead, atividade mitocondrial em 24 e 48 h pelo ensaio colorimétrico
MTT (Mitochondrial Tetrazolium Test), o estresse oxidativo em 24 h por reacdo de Griess e a
expressao génica de interleucina 1p (IL-1p) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) em 3 dias por
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real. Os dados de MTT, estresse oxidativo e TNF-a
foram analisados pelo teste de Andlise de Variancia (ANOVA) a dois fatores, seguido pelo pos-
teste Student Newman Keuls (SNK). Os dados de IL-1p, foram analisados por ANOVA a um fator,
seguido por SNK, e, utilizado o teste t, para comparac¢do intra-grupos. O nivel de significancia foi
estabelecido em 5%. Na auséncia de LPS, apenas AH Plus e o Sealer 26 apresentaram reducéo da
densidade celular enquanto que, na presenca de LPS, o Sealer 26 permaneceu com a menor
densidade em comparacao aos demais grupos. Na atividade mitocondrial, em 24 e 48 h, o cimento
Sealer Plus BC apresentou valores médios significativamente maiores do que o Sealer 26 e 0 AH
Plus (p < 0,05), tanto na presenca como na auséncia de LPS. Na producdo de nitrito (NO), o Sealer
Plus BC resultou nos maiores valores de estresse oxidativo diferente dos demais cimentos (p <
0,05). O Sealer 26 exibiu os menores valores de estresse oxidativo e de expressao de IL-13 ¢ TNF-
a, independente da presenca de LPS (p < 0,05). Conclui-se que todos os cimentos interferiram na
resposta dos macrofagos ao LPS, sendo que o contato com 0s cimentos a base de resina epoxi
podem prejudicar a atividade celular in vitro, enquanto que o cimento bioceramico parece favorecer
as funcgdes inflamatdrias destas células.

Palavras chave: Citotoxicidade. Inflamac&o. Macrdfagos. Lipopolissacarideos. Biomateriais.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of AH Plus, Sealer 26 and Sealer Plus BC on
cytotoxicity and inflammatory modulation in cultures of macrophages exposed or not to bacterial
lipopolysaccharide (LPS). The sealers were manipulated and, after initial setting, conditioned with
serum-free culture medium for 24 h (1 mL/cm2). Macrophages of the RAW 264.7 strain were
exposed to sealers extracts at a ratio of 1:16 in culture medium containing or not LPS. Cell
morphology was evaluated in 24 h by epifluorescence, cell viability in 24 h by Live/Dead assay,
mitochondrial activity in 24 and 48 h by colorimetric MTT assay (Mitochondrial Tetrazolium Test),
oxidative stress in 24 h by reaction of Griess and interleukin 1 (IL-1f) and tumor necrosis factor
alpha (TNF-a)) gene expression in 3 days by real-time polymerase chain reaction. MTT, oxidative
stress and TNF-a data were analyzed by the two-way Analysis of Variance (ANOVA) test,
followed by the Student Newman Keuls (SNK) post-test. IL-1p data were analyzed by one-way
ANOVA, followed by SNK, and the t test for intra-group comparison. The level of significance
was set at 5%. In the absence of LPS, only AH Plus and Sealer 26 showed a reduction in cell density
while, in the presence of LPS, Sealer 26 remained with the lowest density compared to the other
groups. In terms of mitochondrial activity, at 24 and 48 h, Sealer Plus BC showed significantly
higher mean values than Sealer 26 and AH Plus (p < 0.05), both in the presence and absence of
LPS. In the production of nitrite (NO), Sealer Plus BC resulted in the highest values of oxidative
stress different from the other sealers (p < 0.05). Sealer 26 exhibited the lowest values of oxidative
stress and expression of IL-1p and TNF-a, regardless of the presence of LPS (p < 0.05). It was
concluded that all sealers interfered in the response of macrophages to LPS, and contact epoxi-
based sealers can impair cell activity in vitro, while bioceramic sealer seems to favor the

inflammatory functions of these cells.

Keywords: Cytotoxicity. Macrophages. Lipopolysaccharide. Biomaterials.
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1. INTRODUCAO

As patologias periapicais s doencas de prevaléncia mundial (TIBURCIO-MACHADO et al.,
2021) que podem decorrer de fatores mecanicos, como traumas por sobreinstrumentacao,
traumatismo dentario e sobreobturacdo; agressdo quimica, como o0 extravasamento de solugdes
irrigadoras ou cimentos endodonticos; e biologica, por canais radiculares infectados por
microorganismos em decorréncia de uma necrose pulpar (SIQUEIRA et al., 2014; BRAZ-SILVA et
al., 2019, BOEDDINGHAUS & WHYTE, 2020; FOUAD et al., 2020). As distintas formas de
respostas teciduais, que podem ser de carater agudo ou crénico, estdo relacionadas diretamente com
a intensidade e duracdo da agressdo aos tecidos ali presentes, e também a resposta imune do paciente.
Como a resposta inflamatoria as agressdes mecanicas e quimicas sdo auto limitantes, a maioria das
patologias periapicais persistentes estdo relacionadas a infec¢Ges endodonticas bacterianas (LOPES
& SIQUEIRA JR, 2020; MACHADO et al., 2020; CAVALLA et al., 2021).

Quando a agressao pelas bactérias for de alta intensidade, ocorre a resposta inflamatoria aguda
no ligamento periodontal, denominada periodontite apical aguda. Seu quadro clinico é caracterizado
por dor continua ou pulsétil, sensibilidade a percusséo e, as vezes, a palpa¢do, devido ao aumento
da permeabilidade vascular e formacdo de edema, causando compressdo das fibras nervosas e
producdo de dor, além da liberacdo das prostaglandinas, histamina e bradicinina que intensificam a
sintomatologia (SIQUEIRA et al., 2014). Radiograficamente, observa-se o espessamento do
ligamento periodontal, consequéncia da formacao do edema que leva a extrusao do elemento dental.
Como neste caso a resposta tecidual é rapida, ndo é possivel observar rarefacdo dssea apical, porém,
quando observada, trata-se da agudizagdo do um processo cronico (SIPAVICIUTE &
MANELIENE, 2014; BERTOSSI et al., 2017; MACHADO et al., 2020).

Paralelo a isso, quando a resposta inflamatdria controla os efeitos da agressédo bacteriana, o
processo se cronifica, ou seja, a reunido de células imunocompetentes estabelece o que é chamado
de periodontite apical cronica (BRAZ-SILVA et al., 2019). Clinicamente, o paciente apresenta-se
assintomatico, com auséncia de sensibilidade aos testes de vitalidade e, geralmente associado a
necrose pulpar, canal sem preenchimento e contaminado ou com tratamento endoddntico sem
restauracdo definitiva. Sobre os achados radiograficos, é possivel observar o espessamento do
ligamento periodontal e, em casos de granuloma e cisto, ha rarefacdo dssea periapical ou
lateralmente, em casos de ramificagOes laterais (ABBOTT, 2004; RECHENBERG et al., 2021).
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Considerando as caracteristicas histopatoldgicas das periapicopatias, a resposta imunolégica
contra as bactérias provenientes do sistema de canais radiculares ¢ dividida em imunidade inata, que
¢ a primeira linha de defesa, e imunidade adaptativa, que é uma resposta mais sofisticada e eficaz
em termos de reconhecimento de antigenos bacterianos, combate a infeccdo e prevencdo da
reinfeccdo (BRAZ-SILVA et al., 2019; LOPES & SIQUEIRA JR, 2020). A resposta inespecifica,
relacionada aos processos precoces da inflamacéo, é representada por barreiras que dificultam ou
impedem a penetracdo de corpos estranhos, a fagocitose e fatores humorais de resisténcia
inespecifica. Um fator importante da imunidade inata € a inflamacéo, que é representada por uma
série de reacdes vasculares e celulares. Das reacdes celulares, ocorre a transmigragdo de neutrofilos,
com marginacao leucocitéria e saida destes dos vasos para os tecidos, e a transmigracao de linfocitos
e de macréfagos (KAUR & SECORD, 2019). Os macrofagos, comp6e 6% das células envolvidas na
resposta imune, e, sua transmigracdo e multiplicacdo no local da inflamacao, depende de fatores
quimiotaticos representados por componentes solUveis dos microrganismos e fatores derivados de
leucécitos lesados (BOEDDINGHAUS & WHYTE, 2020; COTTI et al., 2021). Os mondcitos séo
considerados células efetoras fundamentais na patogénese da periodontite apical, uma vez que a
quimiocina CCL-2 ou proteina quimiotatica do mondcito-1, € a principal responsavel pelo
recrutamento de células inflamatorias (BRAZ-SILVA et al., 2019). Neste sentido, observa-se que a
evolucdo da periodontite apical € acompanhada pelo aumento da infiltracdo de mondcitos, e estes,
ddo origem aos macrofagos que possuem o papel de liberacdo de citocinas pré inflamatorias,
participando também da limpeza da lesdo, pois eliminam bactérias residuais e células inflamatérias
apoptoticas (WANG et al., 2020; COTTl et al., 2021).

Mesmo que a infecgdo nédo seja eliminada pelos mecanismos da imunidade inata, esta pode ainda
contribuir para a ativacdo da resposta imune adaptativa subsequente, geralmente relacionada aos
processos inflamatdrios crénicos. Nestes casos, ocorre a ativacdo e a diferenciagdo de células
especificas contra os antigenos associados aos agentes patogénicos e o desenvolvimento de células
de memoria que podem impedir a reinfeccdo com as mesmas bactérias (LOPES & SIQUEIRA JR,
2020; FOUAD et al., 2020). Dessa forma, a resposta imune compreende um mecanismo biolégico
complexo e regulado de defesa do organismo e que tem por finalidade o restabelecimento do
equilibrio fisioldgico. Esta pode ser caracterizada por uma sequéncia de eventos que se inicia com a
producdo de mediadores soluveis do sistema complemento, quimiocinas, citocinas, incluindo os

radicais livres, as prostaglandinas, aminas vasoativas e outras, que sao produtos de células residentes
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no local acometido como macroéfagos, linfdcitos, fibroblastos, mastocitos e entre outros. Paralelo a
iss0, a cascata inflamatdria € iniciada por macro6fagos que sintetizam prostaglandinas e citocinas pré-
inflamatdrias como Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), Interleucina- 1 (IL-1, IL-a, IL-1p e IL-
1Ra), Interleucina-6 (IL6), Interleucina-12 (IL-12), Interleucina-18 (I1L-18), Interleucina-23 (I1L-23)
e Interleucina-27 (IL-27) (BRAZ-SILVA et al., 2019; COTTI et al., 2021). As prostaglandinas
causam vasodilatacdo, enquanto as citocinas pro-inflamatorias recrutam células polimorfonucleares
(PMNs) para o tecido lesado, como também provocam as reacdes sistémicas (FOUAD et al., 2020;
COTTl etal., 2021).

Essa cascata de eventos bioquimicos € desencadeada muitas vezes em resposta a presenca
de produtos do metabolismo microbiano, ou ainda, por componentes da parede celular de bactérias,
como o lipopolissacarideo (LPS) (HESSLE et al., 2005; PAULA-SILVA et al., 2020). De fato,
bactérias Gram-negativas, que representam 0s microrganismos mais prevalentes em infec¢bes
endoddnticas primarias, podem liberar o LPS de sua parede celular durante sua multiplicacdo ou
apos a morte do microrganismo (MACHADO et al., 2020). O LPS se liga a receptores da membrana
celular de mondcitos, induzindo a producéo de citocinas pro-inflamatérias, como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), IL-5 e IL-8, que atuam como potentes estimuladores
da reabsorcdo Ossea, e prostaglandinas, que também influencia a ativacdo de osteoclastos.
(HESSLE et al., 2005; MACHADO et al., 2020; PAULA-SILVA et al., 2020). A endotoxina
também pode contribuir para 0 aumento da dispersao de substancias neurotransmissoras vasoativas
nas terminacdes nervosas nos tecidos do peridpice, causando dor e desconforto ao individuo.
(BRAZ-SILVA et al., 2019; BOEDDINGHAUS & WHYTE, 2020; MACHADO et al., 2020).

Portanto, quando a lesdo perirradicular é consequéncia da infeccdo do sistema de canais
radiculares, é necessario conduzir medidas terapéuticas para eliminar o foco da infeccdo, através da
remocdo dos restos pulpares e dentina infectada, a subsequente obturagdo do canal radicular, e,
quando da presenca de bactérias Gram negativas, eliminar ou neutralizar o LPS, garantindo que 0s
tecidos periapicais possam conduzir o processo de reparo (SIQUEIRA JR et al., 2014). De fato, na
busca de um progndstico de sucesso, € necessario ter conhecimento sobre o processo de reparacéo
perirradicular pds tratamento endodoéntico. Este envolve, respectivamente, a hemostasia, a
inflamacdo, a proliferacdo e remodelacéo do tecido, apos a infeccdo endodontica ter sido controlada
(BRAZ-SILVA et al., 2019). Assim, a inflamacdo dos tecidos comeca a diminuir, ou seja, a

quantidade da liberacdo de mediadores inflamatorios, metaloproteinase, mediadores de reabsorcao
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Ossea e fatores de crescimento, causado pelas células imunes, é significativamente reduzido. Além
disso, as citocinas sofrem uma transicdo da natureza prd-inflamatdria para um perfil anti-
inflamatdrio, como as IL-4, IL-10 e Fator de crescimento e transformacéo beta (TGF-p) (BRAZ-
SILVA et al., 2019). Sabe-se que essas lesfes sao reparadas a partir da periferia para o centro e, com
isso, na periferia da lesdo, a partir de fatores de crescimento e citocinas como TGF-f3, proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMP), fatores de crescimento semelhante a insulina (IGF) e o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), células osteoprogenitoras iniciam a neoformacao dssea.
A Ultima estrutura a ser reparada € o ligamento periodontal, onde ha a proliferacéo e diferenciacao
de células produtoras de matriz mineralizada, a partir de fatores de crescimento que foram liberados
em consequéncia da prévia reabsorcao radicular, como também hé& o rearranjo de fibras colagenas
(LOPES & SIQUEIRA JR, 2020).

Relacionando-se com o tratamento endoddntico nao cirdrgico, 0s cimentos endoddnticos, criados
para uso biologico, podem tornar-se relativamente inertes e, consequentemente, incapazes de manter
a inflamagdo por si proprios quando atingem sua presa final. Entretanto, quando extravasados
durante a obturacdo, dependendo de suas propriedades fisico-quimicas, eles podem ter trés destinos:
se soluveis, podem sofrer fagocitose ou podem se dissolver e ser eliminados; se insolveis, podem
ser encapsulados por um tecido conjuntivo fibroso. Portanto, a biocompatibilidade depende da sua
composicao, do tempo de presa e da solubilidade destes materiais (LOPES & SIQUEIRA JR, 2020).

De fato, na literatura cientifica, observa-se um numero significativo de estudos para avaliar a
citotoxicidade e resposta bioldgica dos cimentos endoddnticos e apresentar evidéncias para sua
aplicacdo clinica (QUEIROZ et al., 2005; ALBUQUERQUE et al., 2006; BRISO et al., 2016; TADA
et al., 2010; CAVALCANTI et al., 2011; AN et al., 2012; SANGWAN et al., 2013; TEIXEIRA et
al., 2017; LEE et al., 2019; BEDRAN et al., 2020). Neste sentido, observa-se que os cimentos que
contém hidréxido de célcio, como o Sealer 26 (Dentsply-Sirona) podem aumentar o pH local
causando uma necrose superficial nos tecidos envolvidos, e, apos a inflamacéo ser resolvida, existe
a migracdo de células-tronco pulpares, seguida pela formacao de matriz ostedide e deposi¢do de um
tecido semelhante a dentina. O Ca?* liberado por estes cimentos participa na formacéo do carbonato
de calcio, causando eventos celulares que resultam no estimulo da expressao de genes relacionados
a diferenciacdo odontoblésticas e ao processo de biomineralizacdo (CINTRA et al., 2013). Ainda,
observou-se que o Ca?* pode neutralizar o LPS presente em canais radiculares devido ao mecanismo

de rompimento das ligacGes do tipo éster da unido de acidos graxos e hidroxila (BEDRAN et al.,
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2020). Dentre os cimentos resinosos, o cimento AH Plus (Dentsply-Sirona) € considerado o padrdo
ouro para obturacao, pois apresenta excelentes resultados quanto ao selamento do sistema de canais
radiculares (ALMEIDA et al., 2020). Entretanto, a citotoxicidade do AH Plus, relacionada a
liberacdo de formaldeido e degradacdo de aminas, consequéncia do seu longo tempo de presa até a
completa polimerizacdo (TEIXEIRA et al., 2017), poderia limitar para o reparo inicial dos tecidos
em contato com este material.

Na Ultima década, os cimentos bioceramicos demonstraram-se promissores para a obturacao de
canais radiculares, considerando sua biocompatibilidade (CANDEIRO et al., 2016), formacéo de um
selamento hermético pela deposicdo de uma rede de nano-compdsito de hidrato de silicato de célcio
misturado com hidroxiapatita (RAGHAVENDRA et al., 2017), alta molhabilidade sobre a dentina
(JAFARI & JAFARI, 2017), capacidade osteocondutora (LOPEZ-GARCIA et al., 2020) e n&o
apresentar resposta inflamatdria significativa em casos de extravasamento (AL-HADDAD & AZIZ,
2016). Ainda, em pesquisa recente realizada com os cimentos EndoSequence BC sealer (Brasseler)
e MTA fillapex (Angelus) com a presenga do LPS em culturas de osteoblastos, foi observada redugao
dos niveis de mediadores inflamatdrios induzidos pelo LPS, como também aumento do potencial
osteogénico (LEE et al., 2019). Dentre os novos materiais disponiveis, o Sealer Plus BC (MK Life
Produtos Médicos e Odontoldgicos), € um cimento bioceramico de fabricagdo nacional, que tem sido
avaliado quanto a suas propriedades fisico-quimicas (MENDES et al., 2018; TORRES et al., 2020)
e citotoxicidade (BENETTI et al., 2019; ALVES-SILVA et al., 2020). Entretanto, pelo nosso
conhecimento, ndo existem dados até 0 momento sobre a resposta imunomodulatoéria deste material
e de nenhum outro cimento bioceramico em macréfagos expostos ao LPS.

Considerando que a pesquisa de biocompatibilidade de materiais endoddnticos recebe
grande atencéo na Odontologia atual e pregressa, visto que seus compostos exibem potencial para
danificar os tecidos circundantes e afetar o processo de renovagéo tecidual, estudos in vitro séo
indispensaveis para avaliar a citotoxicidade e expressao de citocinas pré inflamatorias, para agregar
dados e proporcionar um melhor entendimento das rea¢Ges observadas in vivo. Ainda, apesar dos
estudos realizados até o presente momento avaliarem a citotoxicidade e a resposta inflamatoria dos
referidos cimentos em fibroblastos e odontoblastos, ainda ndo existem dados sobre o efeito
imunomodulatério destes materiais em macrdfagos expostos ao LPS bacteriano. Devido a
importancia do LPS na formacéo e persisténcia das patologias periapicais, o objetivo deste estudo

foi avaliar os efeitos de cimentos com composicao e propriedades fisico-quimicas distintas sobre a
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morfologia, viabilidade, estresse oxidativo e a expressdo de citocinas pré inflamatdrias em culturas

de macrofagos expostos ao LPS.
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2. PROPOSICAO

2.1 OBJETIVO GERAL
O presente estudo teve por objetivo avaliar e comparar os efeitos de diferentes cimentos
endodoénticos na citotoxicidade e expressao de marcadores inflamatérios de culturas de macréfagos

expostos ou ndo ao lipopolissacarideo bacteriano (LPS).
2.1.1 Obijetivos especificos

Avaliar, utilizando culturas da linhagem RAW 264.7 estimuladas ou n&o por LPS, o efeito
de extratos de cimentos a base de resina epdxi (AH Plus), com resina epoxi e hidroxido de célcio
(Sealer 26) e bioceramico (Sealer Plus BC) sobre:

- A morfologia e viabilidade celular por epifluorescéncia;

- A atividade mitocondrial por ensaio colorimétrico MTT (mitochondrial tetrazolium test);

- O estresse oxidativo por ensaio de Griess;

- A expressdo génica de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 1 (IL-1p) por reagédo

em cadeia da polimerase em tempo real;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os fatores em estudo foram os cimentos endoddnticos em trés niveis (AH Plus, Sealer 26 e
Sealer Plus BC) e o LPS em dois niveis (presenca ou auséncia). As variaveis de resposta
quantitativas foram: atividade mitocondrial, estresse oxidativo e expressdo de marcadores
inflamatdrios (IL-1B e TNF-a). As variaveis de resposta qualitativa foram a morfologia celular e
viabilidade celular.

O célculo amostral evidenciou que, para as analises de atividade mitocondrial e estresse
oxidativo, poderiam ser utilizadas 5 amostras por grupo para obter 0,95 de poder do teste,
considerando 5% de erro tipo o. J& para as analises de expressdo génica, poderiam ser utilizadas 3

amostras por grupo para obter 0,81 de poder do teste, considerando 5% de erro tipo o.

Figura 1. Representacéo esquematica do delineamento experimental. Células macréfagos da linhagem RAW 264.7
foram expostas ao extrato dos cimentos AH Plus, Sealer 26 e Sealer Plus BC para a avalia¢do de diversos parametros
do processo de osteogénese in vitro.

Macrofagos da linhagem RAW 264.7

Com LPS Sem LPS
| |
|
Controle AH Plus Sealer 26 Sealer Plus BC
|
Morfologia | | Viabilidade At|V|dade Estresse Expressio
Celular celular Mitocondrial) | oxidativo genlca

n=3

Fonte: Autor
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3.2 OBTENCAO DAS CULTURAS

A linhagem celular escolhida para o estudo foi a RAW 264.7 (macrofagos) adquirida
comercialmente pela American Type Culture Collection (ATCC —TIB 71). Para o presente estudo,
as células foram cultivadas em garrafas de cultura de 75 cm? (Corning, Nova York, EUA) com 10
mL de meio de cultura DMEM (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA), 10% de soro fetal bovino
(Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA), 100 Ul/mL penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina
(Invitrogen, Carlsbad, California, EUA). Durante todo o periodo de cultura, as células foram
mantidas a 37°C em atmosfera umidificada, contendo 5% de CO, e 95% de ar atmosférico e 0s
meios foram trocados a cada 2 dias. Apds a subconfluéncia, as células foram desalojadas do
substrato utilizando um raspador de células, aspiradas e contadas em microscopio com
hemocitémetro (Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). As células foram plaqueadas
em placas de 96 pocos, na densidade de 1x10* células/cm?, deixadas aderir por 24 h e expostas aos
extratos dos cimentos na presenca ou ndo do LPS (Sigma—Aldrich Chemicals, St. Louis, Missouri,
EUA) a 1pg/mL por periodos de até 3 dias. Especificamente para a anélise da morfologia, as células
foram plaqueadas sobre laminulas de Thermanox (Nunc Inc., Naperville, IL, EUA) e cultivadas
em placas de 24 pocos. Durante todo o periodo de cultivo, as células foram mantidas na temperatura

de 37 °C, em atmosfera Umida contendo 5% de CO- e 95% de ar atmosférico.
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Figura 2. Representacdo esquematica da obtencédo das culturas.

Linhagem Garrafa de 75 cm?
RAW 264.7 1x10* células/cm?

37°C
5% de CO2 + 95% de ar atmosférico

Fonte: www.biorender.com

3.3 OBTENGCAO DOS EXTRATOS DOS CIMENTOS E EXPOSICAO DAS CULTURAS

No presente estudo, foram utilizados os seguintes cimentos endodonticos: AH Plus
(Dentsply, Konstanz, Alemanha), Sealer 26 (Dentsply, Konstanz, Alemanha) e Sealer Plus BC
(Produtos Médicos e Odontoldgicos, Porto Alegre, Brasil). Para a obtencdo dos extratos, todos 0s
cimentos foram manipulados de acordo com as instrugdes do fabricante em capela de fluxo laminar,
sob condicBes estéreis. Foi utilizada uma seringa de insulina esterilizada para inserir 0,2 cm*de
cada cimento e preencher o fundo dos pogos de placas de 96 pocos (adaptado de PEDANO et al.,
2018) e, apos a presa inicial, os cimentos foram condicionados por 24 h com 1,9 mL do meio de
cultura sem soro (1 mL/cm?). Para a exposicdo das culturas celulares, macrofagos da linhagem
RAW 264.7 foram expostos aos extratos dos cimentos na propor¢do de 1:16 em meio de cultura
contendo ou ndo LPS. A proporcao dos extratos de cimentos foi determinada em estudo piloto de
atividade mitocondrial e estresse oxidativo, no qual foi observado citotoxicidade significativa para
maiores diluicBes, o que inviabilizaria as analises de expressdo génica. As composi¢des dos
cimentos selecionados para o presente estudo estdo dispostas na tabela 1. Culturas ndo expostas

aos cimentos foram utilizadas como controle.



Figura 3. Representacdo esquematica da obtencdo dos extratos dos cimentos e exposi¢do das culturas celulares.

~ —

AH Plus

Sealer 26
Sealer Plus BC 0,2 cm?de cada cimento

1,9 mL meio de cultura sem soro

Tabela 1. Composic¢ao dos cimentos endoddnticos.

Propor¢do de 1:16 dos
extratos de cimentos em
meio de cultura
contendo ou ndo LPS

Fonte: www.biorender.com

23

Cimentos Composicéo

Lote

AH Plus Pasta A: Resina ep6xi de bisfenol-a; resina epdxi de bisfenol-f; tungstato L:350598K

de célcio; 6xido de zirconio; silicae 6xido de ferro.

Pasta B: Amina adamantada; N, N” -dibenzil-5-oxanonane-diamina-1,9;
TCD -diamina; tungstato de calcio; 6xido de zirconio; silicae 6leo

desilicone.

Sealer 26 P&: Triéxido de bismuto; hidroxido de célcio;
urotropinae didéxido de titanio.
Resina: epoxi.

L:338639]

Sealer Plus BC Pasta: Oxido de zircénio, silicato tri-célcico,
silicato di-célcico, hidréxido de célcio,
propilenoglicol.

L:WR770100

Fonte: bula fornecida pelos respectivos fabricantes.
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3.4 AVALIACAO DAS RESPOSTAS CELULARES AOS EXTRATOS DOS CIMENTOS
3.4.1 MORFOLOGIA CELULAR

Apols 24 h de exposicdo ao extrato dos cimentos, as células foram fixadas com 4% de
paraformaldeido em 0.1 M de solucdo tampéo fosfato de sodio (PB - pH 7.2) durante 10 minutos
em temperatura ambiente (TA), lavadas em PB e permeabilizadas com Triton X-100 a 0,5% em
PB por 10 minutos em TA. As células foram entdo incubadas com a faloidina conjugada com
AlexaFluor 488 (fluorescéncia verde) (1:200, Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, OR, EUA)
para marcacédo do citoesqueleto de actina durante 60 minutos. As culturas foram lavadas com agua
deionizada e os nucleos celulares, corados com 300 nM de 4’,6-diamidino-2-fenilindole,
dicloridrato (DAPI, Molecular Probes, Eugene, Oregon, EUA) durante 5 minutos. A montagem
das laminulas de Thermanox foi realizada com meio de montagem (AntifadeProlong, Molecular
Probes) e as células foram examinadas sob epifluorescéncia usando um microscopio de luz
Axiolmager M2 Zeiss (Carl ZeissInc.,Oberkochen, Alemanha), equipado com uma camera digital
AxioCam MRM (Carl ZeissInc.,Oberkochen, Alemanha).

Figura 4. Representacéo esquematica da andlise de morfologia celular.

Fixagao Permeabilizagao FALOIDINA E DAPI Laminulas de Thermanox
(4% paraformaldeido)  (0,5% de Triton) (SIGMA)

Laminulas examinadas sob epifluorescéncia.

Fonte: www.biorender.com
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3.4.2 VIABILIDADE CELULAR

Apobs 24 h de exposicdo aos extratos, a viabilidade celular foi avaliada qualitativamente
pelo kit comercial para determinacdo de viabilidade/citotoxicidade LIVE/DEAD®
(Viability/Cytotoxicity, for mammalian cells, Molecular Probes Inc, Eugene, Oregon, EUA),
seguindo as instrucGes do fabricante. As células viaveis foram marcadas com fluorescéncia verde
(488 nm), pela reacéo da calceina (CaoH26N2013) com esterases intracelulares, e as células mortas,
marcadas por fluorescéncia vermelha (561 nm), devido a ligagdo do homodimero-1 de etidio
(EthD-1) a acidos nucléicos. As imagens foram obtidas em microscopio invertido trilocular, por
fluorescéncia direta (Led B-g-u-uv Trinocular, Digilab, Piracicaba, SP, BR) com camera digital
Nikon acoplada.

Figura 5. Representacdo esquematica da analise de viabilidade celular pelo kit LIVE/DEAD®.

Microscopio invertido trilocular Células viaveis: fluorescéncia verde

Camera digital Nikon acoplada. Células mortas: fluorescéncia vermelha

Fonte: www.biorender.com
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3.4.3 ATIVIDADE MITOCONDRIAL

Ao final de 24 e 48 h de exposicao aos extratos, a atividade mitocondrial foi avaliada pelo
ensaio colorimétrico MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio]} (Sigma
Aldrid, San Luis, Missouri, EUA), um sal que é reduzido por proteinases mitocondriais, ativas
apenas em células vidveis. Aliquotas de MTT a 5mg/mL em PBS foram preparadas, procedendo-
se em seguida a incubacgdo das culturas primarias com esta solucao a 10% em meio de cultura, por
4 h a 37°C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. Apos esse
periodo, foi adicionado uma solucao de isopropanol acido (isopropanol e HCI) em cada poc¢o sob
agitacdo moderada por 5 min, para a solubilizagdo completa do precipitado formado. Aliquotas de
150 pL foram retiradas dos pocos e transferidas para placa de 96 pocos para medida colorimétrica
em espectrofotébmetro (570, nm, Epoch 2, BioTekInstruments Inc., Winooski, VT, EUA).

Figura 6. Representacdo esquematica da Atividade Mitocondrial pelo ensaio colorimétrico MTT.
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MTT no meio Precipitagdo dos Solubilizagdo dos ;
. A Leitura em
de cultura cristais de Formazan cristais com 4
. L . espectofotometro
isopropanol acido (570nm)

Fonte: www.biorender.com
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3.4.4 ESTRESSE OXIDATIVO

Decorridas 24 h de exposi¢cdo aos extratos, o estresse oxidativo foi avaliado por meio da
producéo de oxido nitrico (NO), utilizando o método descrito por Griess (1879). Para esse ensaio,
as células foram expostas aos extratos dos cimentos diluidos em meio de cultura livre de soro fetal
bovino. Apos o periodo de exposicao, 100 uL do meio de cultivo das células de cada grupo foram
transferidos para uma nova placa de 96 pocos, misturados a igual volume do Reagente de Griess
(Sigma Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) e incubados por 10 minutos a Temperatura Ambiente.
Apos este periodo, a concentracdo de NO foi determinada por medida colorimétrica em
espectrofotdmetro (530 nm; Epoch 2, BioTeklInstruments Inc., Winooski, VT, EUA), tendo como
referéncia uma curva padrdao de NO (500 a 0,5 pg/mL NaNOz, em meio de cultura). Como controle
da reacdo, foram utilizados pocos contendo o meio de cultura com os extratos, na auséncia de

células.

Figura 7. Representacdo esquematica da analise da producéo de NO, através do ensaio de Griess.
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Fonte: www.biorender.com
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3.4.5 EXPRESSAO GENICA

Apos 3 dias de exposi¢do, 0 meio de cultura foi removido dos pogos e foi adicionado o
reagente Trizol LS (Invitrogen) a TA, por 5 min, sob agitacdo por pipetagem. A extracdo do RNA
total foi realizada através do kit SV Total RNA Isolation System (Promega, Madison, W1, EUA),
de acordo com especificagdes do fabricante. Em seguida, o RNA total foi quantificado em
diferentes comprimentos de onda (260, 280, 230 e 320 nm) em espectrofotometro (GE Healthcare,
Milwaukee, WI, EUA). A fita de cDNA foi confeccionada a partir de 1 pg de RNA total. Este
procedimento foi feito no termociclador Mastercycle Gradient (Eppendorf, Hamburg, Alemanha)
por meio de reagdo com a enzima transcriptase reversa, utilizando-se o kit GoScript™ Reverse
Transcriptase (Promega, Madison, WI, EUA), seguindo as instruc6es do fabricante. Para a reagédo
de Real-time PCR, foram utilizados o reagente GoTag® gPCR Master Mix (Promega), e 0 aparelho
StepOne Plus (ThermoFisher, Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). As reacoes foram
realizadas em triplicata com volume final de 10 uL, contendo 12,5 ng de cDNA. As reacOes de
amplificacdo consistiram em 2 min a 95°C e quarenta ciclos de 15 s a 95°C e 1 min a 60 °C. Os
resultados foram analisados com base no valor de Ct (ciclethreshold, ou ciclo limiar), sendo este o
ponto correspondente ao nimero de ciclos em que a amplificacdo das amostras atinge um limiar
(determinado entre o nivel de fluorescéncia dos controles negativos e a fase de amplificacdo
exponencial das amostras), que permite a analise quantitativa da expressdo do fator avaliado.
Foram avaliadas a expressdes dos seguintes genes: Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
Interleucina-1p (IL-1f5). Como controle enddgeno, foi avaliada a expressdo do gene constitutivo 3-
actina (ACT). As sequéncias dos primers selecionados para este estudo estdo dispostas na tabela
2.

Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados para as rea¢ées de PCR em tempo real

IL-1B foward GCT ACCTGTGTCTTT CCCGT
IL-1B reverse CAT CTC GGA GCC TGT AGT GC
TNF-a foward AGG CCT TGTGTT GTGTTT CCA
TNF-a reverse ATG GGG GACAGCTTCCTTCTT

ACT foward CTCTGG CTC CTAGCA CCATGA AGA
ACT reverse  GTA AAA CGC AGCTCAGTAACAGTCCG
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Figura 8. Representacdo esquematica da analise da expressdo génica de mediadores pro-inflamatérios, por meio de
PCR em Tempo Real (qPCR).

) N
-
Avaliag@o dos genes:
INF-o. Aparelho StepOne Plus
IL-1p
Controle enddgeno:
B-actina

Fonte: www.biorender.com

3.5 ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados quantitativos obtidos foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk para aderéncia
a curva normal e Levene para homogeneidade de variancias. Quando necesséria, a transformacéo
dos dados foi realizada por reducéo logaritmica. Os dados de MTT, estresse oxidativo e expressdo
de TNF-a foram analisados pelo teste de Analise de Variancia (ANOVA) a dois fatores, seguido
pelo pds-teste Student Newman Keuls. Para os dados da expresséo de da IL-1p, foram utilizados o
teste de Analise de Variancia (ANOVA) a um fator e pos-teste Student Newman Keuls, para a
comparagdo entre os grupos da mesma condicdo de exposi¢do ao LPS. Para a comparacao da
exposicdo do LPS intra-grupo, para os dados de IL-1pB, foi aplicado o teste t. O nivel de
significancia foi estabelecido em 5%. A analise estatistica foi realizada com auxilio do software
SigmasStat 3.5 (Systat Software; San Jose, Califérnia, EUA). As imagens obtidas para morfologia

celular e viabilidade celular foram analisadas qualitativamente.
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4. RESULTADOS

4.1 MORFOLOGIA CELULAR.

Em culturas de macréfagos, nota-se que, tanto na presenca quanto na auséncia do LPS, que
a exposicdo aos extratos de cimento AH Plus promoveu reducdo da densidade celular e menor
espraiamento em comparacdo ao Controle. O grupo exposto ao Sealer 26 apresentou,
adicionalmente, reducdo significativa do volume celular e a presenga de nucleos picnéticos.
Observou-se maior densidade celular nos grupos Controle e Sealer Plus BC tanto na presenca

guanto auséncia de LPS (Figura 9).
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Figura 9. Aspectos morfolégicos de culturas de macréfagos da linhagem RAW 264-7 cultivados por 24 h com os
extratos dos cimentos, expostos ou ndo ao LPS. Fluorescéncia azul indica nucleos celulares, em branco palido, o
citoesqueleto de actina. Magnificagdo = 200x.
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4.2 VIABILIDADE CELULAR.

A partir das imagens obtidas por epifluorescéncia de culturas néo expostas ao LPS e
marcadas com o Kit live/dead, observa-se predominancia de células viaveis nas culturas de todos
o0s cimentos e do Controle, com reducédo na densidade nos grupos expostos ao AH Plus e Sealer 26
(Figura 10).

Para as culturas expostas ao LPS, observa-se predominancia de células vidveis com
pequenas porcdes visiveis de células mortas e reducdo leve na densidade no grupo exposto ao
Sealer 26. Na comparacao entre grupos, verificou-se maior densidade celular nas culturas Sealer

Plus BC, com ligeira queda no grupo Sealer 26 (Figura 10).
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Figura 10. Aspectos microscopicos de culturas de macrofagos da linhagem RAW 264-7 cultivados por 24 h com os
extratos dos cimentos, expostos ou ndo ao LPS, ap6s marcacao pelo kit Live/Dead. Em verde, células viaveis €, em
vermelho, as células mortas. Magnificagdo = 100x.
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4.3 ATIVIDADE MITOCONDRIAL.
A Anadlise de Variancia demonstrou diferenca estatisticamente significante no valor da
atividade mitocondrial apds 24 h, tanto entre os cimentos, quanto na presenca de LPS (p < 0,001).

Né&o foi observada interacao entre os fatores (p = 0,945) (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados de ANOVA para atividade mitocondrial 24 h na comparagéo de cimentos, na presenca de LPS e
interacdo entre os fatores

Fonte de variagdo Soma dos GL Quadrado F P
quadrados médio
Cimento 0,277 3 0,0923 146,438 <0,001
LPS 0,0378 1 0,0378 59,914 <0,001
Cimento x LPS 0,000236 3 0,0000786 0,125 0,945
Residuo 0,0202 32 0,00063
Total 0,335 39 0,00859

Apobs 24 h de exposicdo, nas comparagdes entre os grupos, foram observadas semelhancas
entre as médias dos cimentos AH Plus e Sealer 26 (p > 0,05) e entre o Controle e Sealer Plus BC
(p > 0,05), tanto na presenca como na auséncia de LPS. Ainda, independente da exposi¢do ao LPS,
foi observado que a atividade mitocondrial do AH Plus e Sealer 26 foram significativamente
menores do que Controle e Sealer Plus BC (p < 0,001). Foi observada diferenca estatistica na
presenca ou auséncia do LPS para todos os grupos (p < 0,001), sendo observado maiores valores

médios na presenca da endotoxina (Figura 11).
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Figura 11. Atividade Mitocondrial em culturas de macréfagos da linhagem RAW 264-7 expostos por 24 h aos extratos
de cimentos na presenca ou ndo de LPS. Valores apresentados como média + desvio padrao. Letras mindsculas distintas
indicam diferenca estatistica entre os cimentos na mesma condigdo de exposi¢do ao LPS, enquanto que, 0 asterisco
indica diferenca estatistica do mesmo cimento na presenca ou auséncia de LPS (p<0,001).

Atividade mitocondrial 24 h

0.2

0.18 - fi‘_*
0.16 - a*

0.14 - a* Il

012 a* ¥ Controle

01 - L “ AH Plus
b*
0.08 - b* -|- “Sealer 26

0.06 | b* b*
0.04
0.02

Sealer Plus BC

Absorbincia (570 nm)

LPS- LPS+

Fonte: Autor.
A Anadlise de Variancia demonstrou diferenga estatisticamente significante no valor da

atividade mitocondrial apds 48 h, tanto na comparacdo entre cimentos (p < 0,001), quanto na
presenca de LPS (p < 0,001). Foi observada interacdo entre os fatores, ou seja, os efeitos dos
cimentos sobre este parametro variaram em fungéo da presenca do LPS (p < 0,001) (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados de ANOVA para atividade mitocondrial 48 h na comparacdo de cimentos, na presenca de LPS e
interacdo entre os fatores

Fonte de variagcdo Soma dos GL Quadrado médio F P
quadrados
Cimento 1,768 3 0,589 1061,327 <0,001
LPS 0,0227 1 0,0227 40,823 <0,001
Cimento x LPS 0,0378 3 0,0126 22,695 <0,001
Residuo 0,0178 32 0,000555

Total 1,846 39 0,0473
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Apds 48 h, os valores médios de atividade mitocondrial para os cimentos AH Plus e Sealer
26, foram semelhantes entre si, tanto na presenca (p = 0,871), como na auséncia do LPS (p =0,128),
e, inferiores aos do Controle e Sealer Plus BC (p < 0,001), nas mesmas condi¢des de exposi¢do a
endotoxina. Ainda, independente do LPS, o Controle apresentou valores médios superiores ao
Sealer Plus BC (p < 0,001). Quando comparados os valores médios na presenca ou auséncia do
LPS, ndo foram observadas diferencas entre os cimentos (p > 0,05), apenas para o Controle (p <

0,001) (Figura 12).

Figura 12. Atividade Mitocondrial em culturas de macréfagos da linhagem RAW 264-7 expostos por 48 h aos extratos
de cimentos na presenga ou ndo de LPS. Valores apresentados como média + desvio padréo. Letras minGsculas distintas
indicam diferenca estatistica entre 0s cimentos na mesma condicdo de exposicdo ao LPS.
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4.4 ESTRESSE OXIDATIVO.

A Analise de Variancia demonstrou diferenca estatisticamente significante no valor de
producdo de NO em 24 h, tanto entre os cimentos, quanto na presenca de LPS (p < 0,001). Foi
observada interagéo entre os fatores, ou seja, os efeitos dos cimentos sobre este pardmetro variaram
em funcéo da presenca do LPS (p < 0,001) (Tabela 5).

Tabela 5. Resultaos de ANOVA para 0 estresse oxidativo em 24 h na comparacdo de cimentos, na presenca de LPS e
interacdo entre os fatores.

Fonte de variacao Soma dos GL Quadrado F P
quadrados médio
Cimento 4,118 3 1,373 109,749 <0,001
LPS 11,961 1 11,961 956,28 <0,001
Cimento x LPS 3,519 3 1,173 93,782 <0,001
Residuo 0,4 32 0,0125

Total 19,999 39 0,513
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Na auséncia de LPS, os valores médios na producdo de NO foram semelhantes entre todos
0s cimentos e o Controle (p > 0,05). Na presencga do LPS, houve interferéncia no estresse oxidativo
com diferenca nos valores médios entre todos os grupos (p < 0,05), sendo os maiores valores
obtidos pelo Controle, seguido do Sealer Plus BC, AH Plus e Sealer 26, que apresentou 0s menores
valores de NO. Para todos os extratos de cimentos avaliados, foram observados valores
significativamente maiores de NO nas culturas expostas ao LPS (p < 0,05) (Figura 13).

Figura 13. Concentracdo de NO relacionado ao estresse oxidativo em culturas de macrofagos da linhagem RAW 264-
7 expostos aos extratos de cimentos na presen¢a ou ndo de LPS. Valores apresentados como média + desvio padréo.

Letras minusculas distintas indicam diferenga estatistica entre os cimentos na mesma condicdo de exposic¢éo ao LPS,
enquanto que, o asterisco indica diferenca estatistica do mesmo cimento na presenga ou auséncia de LPS (p<0,001).
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4.5 EXPRESSAO GENICA.

39

A Anédlise de Variancia demonstrou diferenca estatisticamente significante no valor da

expressao do TNF-a, tanto entre os cimentos, quanto na presenca de LPS (p < 0,001). Foi

observada interacdo entre os fatores, ou seja, os efeitos dos cimentos sobre este parametro

variaram em funcgéo da presenca do LPS (p < 0,001) (Tabela 6).

Tabela 6. Resultados de ANOVA para a expressdo do TNF-a na comparagdo de cimentos, na presenga de LPS e

interacdo entre os fatores.

Fonte de variagdo Soma dos GL Quadrado F P
quadrados médio
Cimento 0,305 3 0,102 54,586 <0,001
LPS 1,82 1 1,82 977,017 <0,001
Cimento x LPS 0,072 3 0,024 12,878 <0,001
Residuo 0,0298 16 0,00186
Total 2,227 23 0,0968
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Na auséncia do LPS, os maiores valores de expresséo de TNF-a foram observados para AH
Plus (p < 0,001), seguidos pelo Controle e Sealer Plus BC, que foram semelhantes entre si (p =
0,328) e pelo Sealer 26, que apresentou os menores valores de expressdo génica (p < 0,001). Na
presenca de LPS, os menores valores medios na expressdao do TNF-a foram observados para o
Sealer 26 e controle (p < 0,05) em comparagdo a AH Plus e Sealer Plus BC, que por sua vez, foram
semelhantes entre si (p = 0,15). Foi observada interferéncia na expressao de TNF-o com a presenca
do LPS para todos os grupos (p < 0,05), nos quais foram obtidos valores significativamente

menores nas culturas expostas a endotoxina (Figura 14).

Figura 14. Expressao relativa de TNF-a em culturas de macrofagos da linhagem RAW 264-7 expostos aos extratos
de cimentos na presencga ou ndo de LPS. Valores apresentados como média + desvio padrdo. Letras mindsculas distintas
indicam diferenca estatistica entre os cimentos na mesma condi¢do de exposi¢do ao LPS, enquanto que, 0 asterisco
indica diferenca estatistica do mesmo cimento na presenca ou auséncia de LPS (p<0,001).
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A Anadlise de Variancia demonstrou diferenca estatisticamente significante no valor da
expressao do IL-1p tanto entre os cimentos ndo expostos (Tabela 7) como aos expostos ao (Tabela
8) ao LPS (p < 0,001). O teste t evidenciou diferenca na expressdo génica para todos 0s grupos
quando comparados pela exposicdo ao LPS (p < 0,001), sendo observado aumento significativo

nas culturas expostas a endotoxina.

Tabela 7. Resultados de ANOVA para a expressao da IL-1p na comparagdo entre os cimentos na auséncia de LPS.

Fonte de variacao Soma dos GL Quadrado F P
quadrados médio
Cimento 78539157,92 3 26179719,31 3132,83 <0,001
Residuo 66852,578 8 8356,572
Total 78606010,5 11

Na auséncia do LPS, os maiores valores de expressdo de IL-1p foram observados para AH
Plus (p < 0,001), sequidos pelo Sealer Plus BC, Controle e Sealer 26, que apresentou 0s menores

valores de expressdo génica (p < 0,001).

Figura 15. Expressdo relativa de IL-1p em culturas de macrofagos da linhagem RAW 264-7 expostos aos extratos de
cimentos sem LPS. Valores apresentados como média + desvio padrdo. Letras mindsculas distintas indicam diferenga
estatistica entre os cimentos (p<0,001).
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Tabela 8. Resultados de ANOVA para a expressdo da IL-1p na comparacao entre 0s cimentos na presenca de LPS.

Fonte de variagdo Soma dos GL Quadrado F P
quadrados médio
Cimento 4,337 3 1,446 117,896 <0,001
Residuo 0,0981 8 0,0123
Total 4,435 11

Na presenca de LPS, os maiores valores de expressdo de IL-1p foram observados para AH
Plus (p < 0,001), seguidos pelo Sealer Plus BC, Controle e pelo Sealer 26, que apresentou 0s

menores valores de expressdo génica (p < 0,001). (Figura 16).

Figura 16. Expresséo relativa de IL-1p em culturas de macrdfagos da linhagem RAW 264-7 expostos aos extratos de
cimentos na presenca de LPS. Valores apresentados como média + desvio padréo. Letras minusculas distintas indicam
diferenca estatistica entre os cimentos (p<0,001).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, avaliou-se a biocompatibilidade e a modulacdo inflamatoria, in vitro,
do cimento bioceramico Sealer Plus BC em comparacdo a cimentos a base de hidréxido de calcio
(Sealer 26) e resina epoxi (AH Plus) sobre culturas de macrofagos expostos ou ndo ao LPS. De
modo geral, tanto na presenca quanto na auséncia ao LPS, observou-se maior adesédo e
espraiamento celular, viabilidade, atividade mitocondrial e estresse oxidativo para culturas
expostas ao cimento bioceramico em relacao aos cimentos AH Plus e Sealer 26. Os maiores indices
de expressao dos marcadores pré-inflamatorios avaliados foram observados para o cimento AH
Plus, enquanto que o cimento Sealer 26 exibiu 0s menores niveis, independente da presenca de
LPS.

Para a avaliacdo da biocompatibilidade e resposta imunomodulatéria dos cimentos, optou-
se por macrdfagos da linhagem celular RAW 264.7. Estas células, quando circulantes no sangue,
circulam como mondcitos e, quando presente nos tecidos, se diferenciam em macréfagos. Estes
participam do mecanismo de defesa, mediado pela apresentacdo de antigenos aos linfocitos T,
fagocitando corpos estranhos e liberando citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatorias ao cessar
do estimulo citotoxico (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). Sabe-se que a degradacdo dos
cimentos endoddnticos acarreta na liberacdo de produtos ou particulas quimicas que alteram a
funcdo dos macréfagos, podendo ativar ou suprimir sua funcdo (NAIR et al., 1990). Portanto,
conhecer o efeito dos cimentos na funcdo destas células € uma consideracdo relevante para a
previsibilidade do prognostico endodontico (BRACKETT et al., 2009). Com isso, no presente
estudo, os cimentos analisados foram escolhidos baseados nas suas composi¢des, ou seja, nos
distintos efeitos que estes podem provocar na biocompatibilidade e na modulacéo inflamatdria, na
presenca ou na auséncia de LPS.

Dentre 0s cimentos resinosos disponiveis para uso endoddntico, o cimento AH Plus foi
selecionado pois é o material considerado como padrdo ouro na obturacdo do sistema de canais
radiculares, devido ao seu alto escoamento e baixa solubilidade apds a presa final (TORRES et al.,
2020). Entretanto, sua toxicidade esta atribuida a liberacdo de formaldeido e degradacdo de aminas
que servem para acelerar o processo de polimerizacdo deste cimento a base de resina epoxi (LEE
etal., 2019; TEIXEIRA et al., 2017). O cimento Sealer 26, também é um cimento a base de resina
epoxi, porém foi escolhido por apresentar o hidroxido de calcio em sua composic¢éo, uma vez que

se observa que esse componente pode interferir no processo inflamatério (QUEIROZ et al., 2005;
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SOUZA et al., 2019; TANOMARU-FILHO et al., 2009). Por fim, o cimento Sealer Plus BC foi
selecionado por ser um cimento bioceramico que apresenta em sua composi¢do o hidréxido de
calcio, silicato di-calcico e tri-calcico e é isento de resina, portanto, quando em contato com fluidos
dos tecidos, leva a formacdo de compostos com propriedades biologicas e potencial de
biomineralizagdo (BENETTI et al., 2019). Ainda, considerando todos os cimentos avaliados, existe
uma escassez de dados sobre os efeitos destes materiais em macrdfagos expostos ao LPS
bacteriano, sendo, portanto, pertinente este tipo de avaliacao.

Para a verificacdo inicial da biocompatibilidade in vitro, optou-se pela avaliacdo
morfolégica por epifluorescéncia, seguida pela avaliacdo da viabilidade/citotoxicidade pelo kit
comercial LIVE/DEAD®. Estudos anteriores comprovam e corroboram a estabilidade,
especificidade e sensibilidade destas avaliacbes (GIORDANO et al., 2011; TAWAKOLLI et al.,
2013; BARAS et al., 2019; DOS SANTOS COSTAS et al., 2020; KARGARPOUR et al., 2020),
sendo estas aprimoradas através da aplicacdo de sondas fluorogénicas, cuja conversdo em
moléculas fluorescentes esta relacionada com a manutencdo e/ou perda da integridade celular
(PFEFFER & FLIESLER, 2017). Os dois fluor6foros utilizados no presente estudo apresentam-se
ndo citotdxicos, sdo estaveis e ndo se degradam rapidamente (PFEFFER & FLIESLER, 2017).
Além disso, para a avaliagdo da atividade metabdlica mitocondrial celular, optou-se pelo ensaio
colorimétrico MTT, sendo este um sal (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)
de cor amarela que sofre degradacdo e reducgéo pelas proteinases mitocondriais, ativas apenas em
células viaveis, formando como produto dessa reacdo a precipitacdo de cristais de formazan de
coloracdo purpura (MOSMANN, 1983).

Outro parametro amplamente utilizado para avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade de
cimentos endoddnticos é o estresse oxidativo provocado pelo contato destes materiais com células
dos tecidos periapicais (KRIFKA et al.,, 2013; PIRES et al.,, 2016; MODENA et al., 2018;
GAYATHRI et al., 2019; SATO-SUZUKI et al., 2020; PANG et al., 2020). O método de Griess
foi utilizado no presente estudo para verificar a existéncia de um desequilibrio entre compostos
oxidantes e antioxidantes, em decorréncia da geracdo excessiva de radicais livres, como o NO, ou
em detrimento da velocidade de remog&o destes. Esse processo acarreta a oxidacéo de biomoléculas
e, como consequéncia, tém-se a perda de suas func¢des bioldgicas e/ou desequilibrio homeostético,
cuja manifestacdo é o potencial dano oxidativo contra celulas e tecidos (HALLIWELL &
WHITEMAN, 2004). De fato, o NO é considerado como um dos mediadores de inflamacéo
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tecidual (MONCADA et al., 1991; MOILANEN & VAPAATALO, 1995), como o terceiro isbmero
(iNOS) identificado nas células do sistema imunoldgico, intervindo ndo somente nas atividades
pré-inflamatorias, mas também na regulacdo do crescimento e diferenciacdo celular (TEIXEIRA
et al., 2005). Além disso, 0 NO esta envolvido no processo de reabsorcdo 0ssea periapical, uma
vez que ja foi relatado que células, como macrofagos, neutrofilos e fibroblastos, produzem NO em
cistos periapicais (TAKEICHI et al., 1999), ou seja, pode ser entendido que este radical livre possui
uma significativa associacdo com a destruicdo de tecido mineralizado mediado por um processo
inflamatdrio crénico (QUEIROZ et al., 2005).

Ainda, almejando-se um cimento endoddntico que, ao ser colocado em contato com tecidos
bioldgicos, favoreca o reparo tecidual e a resolucdo do processo inflamatério, avaliou-se a
expressao de marcadores inflamatdrios. Sabe-se que, de acordo com a composicdo dos materiais
odontoldgicos, 0 seu contato direto ou por difusao i6nica com os tecidos periapicais pode estimular
a producdo de citocinas pro-inflamatorias como a IL-1p e o TNF-a (BARKORDAR et al., 1999;
PERRIER et al., 2002), as quais estdo relacionadas com o desenvolvimento, manutengéo e
reparacao de lesdes periapicais (DE OLIVEIRA MENDES et al., 2003; SOUZA et al., 2019;
TAVARES et al., 2012).

Em relacdo aos resultados obtidos, verificou-se, independentemente da presenca de LPS,
maior densidade celular nas culturas expostas ao Controle e Sealer Plus BC, enquanto que, para
AH Plus e Sealer 26, observou-se menor densidade, espraiamento e viabilidade celular. De fato, a
literatura evidencia que a natureza da interacao inicial entre células e biomateriais pode influenciar
a adesdo e funcdo celular, sendo um bom preditivo de sua biocompatibilidade (AL-HADDAD &
CHE AB AZIZ, 2016). Néao existem dados na literatura sobre a morfologia de macréfagos em
contato com o cimento Sealer Plus BC. Entretanto, foi observado, previamente em culturas de
fibroblastos, maior viabilidade de baixas dilui¢cbes do Sealer Plus BC em comparagéo ao AH Plus
(BENETTI et al., 2019) e aderéncia celular abundante & superficie do cimento (LOPEZ-GARCIA
et al., 2020). Os maiores valores de células viaveis em contato com o Sealer Plus BC podem estar
relacionados com a liberagdo de Ca?* no meio, favorecendo a migracao e adeséo celular (AN et al.,
2012; CANDEIRO et al., 2016; DA SILVA et al., 2017; BENETTI et al., 2019). Neste sentido,
considerando os resultados de viabilidade e morfologia de macrofagos deste estudo, pode-se

esperar uma resposta favoravel do cimento Sealer Plus BC quando do seu contato com tecido
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inflamatorio, uma vez que a aderéncia e disseminacdo dos macrofagos € a primeira etapa do
processo fagocitico que favorece a resposta do sistema imunolégico (BRAGA et al., 2015).

Os resultados de viabilidade e morfologia dos macréfagos expostos aos extratos de AH Plus
podem ser justificados pelo longo tempo de presa deste cimento, que pode levar a liberacdo de
formaldeido e aminas que apresentam significativo potencial citotoxico inicial (BENETTI et al.,
2019; SILVA et al., 2020). Para o Sealer 26, adicionalmente a liberacdo do éter diglicidilico de
bisfenol-A e formaldeido da hexametilenotetramina durante seu processo de endurecimento
(HUANG et al., 2002), a liberacio continua de Ca?* pode levar a uma sobrecarga deste ion no meio
intracelular e a morte celular por processos de necrose e inducédo de apoptose (SOUZA et al., 2019),
justificando assim a dréstica reducdo da densidade e espraiamento celular.

Corroborando com os dados prévios de morfologia e viabilidade celular, considerando as
normas da ISO e diluicdo apresentada, na avaliacdo quantitativa do MTT, em ambos os periodos
analisados, e, independentemente da presenca de LPS, os macréfagos expostos ao Controle e aos
extratos do cimento Sealer Plus BC apresentaram valores significativamente maiores de atividade
mitocondrial do que os grupos Sealer 26 e AH Plus.

Entretanto, a presenca de LPS, promoveu aumento da atividade mitocondrial para todos os
grupos em 24 h. De fato, embora o LPS possa inibir a proliferacdo de macréfagos in vitro (BASTOS
et al., 2019), ndo existem evidéncias de efeito citotoxico da endotoxina. Assim, a maior atividade
mitocondrial dos macréfagos observada para estes cimentos, quando do contato com LPS, poderia
estar relacionada a polarizacdo e ativacdo das funcgdes celulares induzidas pela endotoxina
(SHAPOURI-MOUGHADDAM et al., 2018), que iriam atuar no processo de fagocitose e
neutralizacdo dos componentes toxicos liberados pelos cimentos.

Na avaliacdo do estresse oxidativo, foi observado aumento na producédo de NO para todas
as culturas expostas a endotoxina. Estes resultados foram esperados, uma vez que estudos
anteriores evidenciam que o LPS pode aumentar os niveis de espécies reativas de oxigénio, e esta
diretamente relacionado a producdo de citocinas pro-inflamatorias (SHAPOURI-
MOUGHADDAM et al., 2018). Ainda, foi observado que, o cimento Sealer 26 apresentou a menor
concentracdo de NO em comparacdo aos demais cimentos e ao Controle. Além das diferengas
observadas na densidade celular desses grupos, a intensa liberagdo de Ca (OH). nas primeiras 24
h, observada pelo Sealer 26 (TANOMARU-FILHO et al., 2009), pode ter sido responsavel pela
hidrolise do LPS (GUO et al., 2014), o que poderia justificar os resultados obtidos. A diferenca de



47

resultados do estresse oxidativo, na presenca de LPS, entre o Sealer 26 e Sealer Plus BC pode estar
relacionada com a menor liberagédo ionica e formacdo de Ca(OH), do cimento biocerdmico. De
fato, em estudos anteriores, foi observado que o Sealer 26 pode liberar 0,730 mg/mL de Ca?* nas
suas primeiras 24 h (TANOMARU-FILHO, et al. 2009) enquanto que o Sealer Plus BC libera
apenas 0,379 mg/mL de Ca?" no mesmo periodo (MENDES, et al., 2018).

Citocinas sdo moléculas proteicas que podem ser sintetizadas pelas células apds a
estimulacdo de produtos da degradacdo dos materiais endodonticos ou pela agressdo bacteriana
(PATEL et al., 2016; SHAPOURI-MOUGHADDAM et al., 2018). No presente estudo, foram
avaliadas as expressdes dos genes TNF-a, que apresenta atividade inflamatéria e autoimune (DE
OLIVEIRA MENDES et al., 2003; HABA et al., 2016; DOS SANTOS COSTA et al., 2020), e a
IL-1B, que estimula a proliferacio de linfocitos, neutrofilos e macrofagos, aumentando as
atividades quimiotaticas e fagocitarias (MACKAY et al., 1993; TARTAGLIA et al., 1993;
ROSSOL et al., 2011; SHAPOURI-MOUGHADDAM et al., 2018). Dos resultados obtidos, na
auséncia de LPS, os maiores valores de expressdo do TNF-a foram observados para o AH Plus e,
0s menores valores observados para o Sealer 26. A maior produgdo de TNF-a, observada para o
cimento AH Plus, corrobora com os resultados de morfologia, viabilidade e atividade mitocondrial
do presente estudo, uma vez que a degradacdo da membrana plasmética provocada pela morte
celular pode ter estimulado a expresséo da citocina nas células remanescentes (HABA et al., 2016).
Ja para o cimento Sealer 26, a menor expressdo do TNF-a pode estar relacionado a sua alta
liberagdo de Ca(OH)> (TANOMARU-FILHO et al., 2009; MARIN-BAUZA et al., 2012), que
poderia ter diminuido a ativagdo do complexo protéico NF-kB, que desempenha fungdo como fator
de transcricdo, e assim neutralizado a sinalizacdo dos macrofagos para a expressdo da citocina
(GUO et al., 2014).

Na presenga de LPS, independente do cimento avaliado, os valores médios na expressdo de
TNF-a foram significativamente menores em comparagao as culturas ndo expostas a endotoxina.
Estes resultados podem estar relacionados aos altos valores de NO observados para todas as
culturas expostas ao LPS. De fato, a producdo de TNF-a esta relacionada a fluidificacdo da
membrana plasmatica dos macrofagos, entretanto, sob estresse oxidativo, observa-se um
enrijecimento de sua membrana e inibicdo da expresséo desta citocina (HABA et al., 2016), o que

neste estudo foi confirmado também pelos resultados do grupo Controle. Portanto, pelas condicGes
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observadas na expressdo de TNF-o sob efeito do LPS, as fun¢Ges dos macrofagos podem ser
comprometidas para a resolucdo do processo inflamatorio, independente do cimento utilizado.

Na expressdo da IL-1pB, tanto na presen¢a quanto na auséncia de LPS, os maiores valores
de expressao do gene foram observados para o AH Plus, seguido pelo Sealer Plus BC e Sealer 26,
que apresentou 0s menores valores de expressdo génica. A menor expressao de IL-1p, observada
para 0s macrofagos expostos ao Sealer 26 sob efeito do LPS, pode estar relacionada a alta liberagdo
de OH-, promovendo a hidrdlise da endotoxina, minimizando a expresséo da citocina (GUO et al.,
2014). Os valores intermediarios de expressao de IL-1B para Sealer Plus BC poderiam ser
justificados pela menor liberacdo de Ca(OH), quando comparado ao cimento Sealer 26
(TANOMARU-FILHO et al., 2009; MENDES, et al., 2018). De modo geral, as culturas expostas
ao LPS apresentaram maior expressdo de IL-1p em comparacdo as culturas ndo expostas a
endotoxina. Corroborando com estes resultados, estudos anteriores evidenciaram que o LPS pode
aumentar o potencial na expressdo de citocinas pré-inflamatdrias de diferentes tipos celulares,
incluindo macréfagos (ZHU et al., 2015; SHAPOURI-MOUGHADDAM et al., 2018).

A avaliacdo dos materiais odontoldgicos através da cultura celular in vitro apresenta
algumas limitacbes como: necessidade de diluicdo progressiva do material devido a renovacgédo do
meio de cultura; curtos periodos avaliativos, para evitar a deterioracdo da cultura celular; e
avaliacdo ap6s o primeiro periodo de presa, 0 que representa uma reducdo da solubilidade e
consequente menor liberagdo dos componentes do material. Entretanto, se faz necessario ressaltar
a importancia de cada etapa avaliativa, sendo que as metodologias in vitro permitem obtencéo de
resultados em diferentes periodos de desenvolvimento celular, sdo métodos de alta
reprodutibilidade e, a resposta de uma linhagem celular isolada € pertinente para a compreensao
das reacOes observadas nos tecidos bioldgicos (AZAR et al., 2000; QUEIROZ et al., 2005).

Considerando os resultados e limitacfes do presente estudo, existe um potencial citotoxico
sobre macréfagos dos cimentos a base de resina epoxi, i.e. Sealer 26 e AH Plus, diferente do que
foi observado para o cimento bioceramico Sealer Plus BC. Por outro lado, demonstrou-se que
cimentos que liberam Ca(OH)., Sealer 26 e Sealer Plus BC, modulam negativamente a expressao
de marcadores inflamatérios em relacdo ao AH Plus, principalmente na presenca do LPS.
Conjuntamente, esses achados sugerem que o cimento bioceramico exibe caracteristicas que o

tornam favoravel ao processo de reparo quando do contato com tecidos que apresentem LPS.
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6. CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos e as limitacOes do presente estudo, pode-se concluir
que:
- Independente da presenca de LPS, o cimento Sealer Plus BC permiti a adeséo, espraiamento e
viabilidade de macrofagos, enquanto que AH Plus e Sealer 26 promovem reducdo nesses
parametros.
-O Sealer Plus BC favorece a atividade mitocondrial de macréfagos, independente da presenca de
LPS, enquanto que AH Plus e Sealer 26 promovem reducgdo nesses parametros.
-O cimento Sealer 26 apresenta uma tendéncia para inibir o aumento do estresse oxidativo de
macrofagos sob efeito do LPS em relagdo aos demais cimentos avaliados.
-O cimento AH Plus induz maior expressdo génica de marcadores inflamatorios em relacdo aos
demais cimentos com hidroxido de calcio em sua composicao, favorecendo a expressao génica do
TNF-a na auséncia do LPS e promovendo a expressdo da IL-1p, independentemente do LPS. O
cimento Sealer 26 promove 0 menor potencial inflamatério, com menores valores de expressdo de

TNF-a e IL-1p em macréfagos, independente do LPS.
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