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RESUMO

Os cimentos bioceramicos podem ser utilizados na endodontia como materiais
reparadores e apresentam propriedades adicionais em relagdo ao primeiro
bioceramico, o MTA, como melhor escoamento e manipulagéo. Este trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito dos cimentos bioceramicos: Biodentine (Septodont,
Saint-Maur-desFossés, Franga), Bio-C Repair (Angelus, Londrina, Parana, Brasil) e
MTA (Angelus, Londrina, Parand, Brasil) - utilizado como padrao ouro - nas respostas
dos macrofagos M1 e M2 de murinos quanto a viabilidade celular, capacidade de
aderéncia, fagocitose e produgao de espécies reativas de oxigénio.. A pesquisa foi
submetida ao Comité de ética e pesquisa em animais (CEUA-UFMG) e realizada no
laboratdrio de Gnotobiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncias biolégicas (ICB) da
Universidade Federal de Minas Gerais. Foram utilizadas duas linhagens de
camundongos: C57BL/6, para recuperagao dos macrofagos peritoneais M1, e
BALB/c, para recuperagcao dos macréfagos peritoneais M2. Os dados foram
analisados pelo teste ANOVA (p <0,05). Houve menor viabilidade celular em relagao
ao controle nas culturas de 24 hs de macréfagos M1 e M2 tratadas com o Biodentine
(p<0,05), pelos métodos do MTT e exclusdo do azul de tripan. Em 72h, todos os
cimentos apresentaram diferenga significativa em relagao ao controle (p< 0,05), nas
culturas de células M1, quanto a viabilidade celular, analisada pelo método do azul de
tripan. Nao houve diferenga significativa (p>0,05) na adeséo celular entre os dois tipos
de macrofagos tratados pelos diferentes cimentos. Observou-se, no ensaio de
fagocitose, que os macrofagos M1 apresentavam maior numero médio de leveduras
intracelulares que os macréfagos M2 (p< 0,05). Em relagdo a produgéo de espécies
reativas de oxigénio, macréfagos M1 tratados com o Biodentine induziram maior
produgdo quando comparado aos demais cimentos, na presenga do zymosan A. (p<
0,05). Ao se comparar a produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) entre os
dois tipos de macrofagos, observou-se uma maior produgao pelas células M1
(p<0,05). Concluiu-se que, os materiais bioceramicos reparadores apresentaram
respostas semelhantes ao MTA, enfatizando a excelente biocompatibilidade dos
cimentos Biodentine e Bio- C Repair.

Palavras-chave: macrofagos; cimentos bioceradmicos; biocompatibilidade; citocinas;
endodontia.



ABSTRACT

Influence of Biodentine and Bio-C Repair Bioceramic Cements in responses of
murine’s M1 and M2 macrophages

Bioceramic cements can be used in endodontics as repair materials and have
additional properties in relation to the first bioceramic, MTA, such as better flow and
handling. This work aimed to evaluate the effect of bioceramic cements: Biodentine
(Septodont, Saint-Maur-desFossés, France), Bio-C Repair (Angelus, Londrina,
Paranda, Brazil) and MTA (Angelus, Londrina, Parana, Brazil) - used as the gold
standard - in the responses of murine M1 and M2 macrophages regarding cell viability,
adherence capacity, phagocytosis and production of reactive oxygen species. The
research was submitted to the Ethics and Research Committee on Animals (CEUA-
UFMG) and was carried out in the laboratory of Gnotobiology and Immunology of the
Institute of Biological Sciences (ICB) of the Federal University of Minas Gerais. Two
strains of mice were used: C57BL / 6, for recovery of peritoneal macrophages M1, and
BALB / c, for recovery of peritoneal macrophages M2. The data were analyzed using
the ANOVA test (p <0.05). There was less cell viability compared to control in the 24-
hour cultures of M1 and M2 macrophages treated with Biodentine (p <0.05), using MTT
methods and trypan blue exclusion. In 72h, all cements showed significant difference
in relation to the control (p <0.05), in the cultures of M1 cells, regarding cell viability,
analyzed by the trypan blue method. There was no significant difference (p> 0.05) in
cell adhesion between the two types of macrophages treated by the different cements.
It was observed in the phagocytosis assay that M1 macrophages had a higher mean
number of intracellular yeasts than M2 macrophages (p <0.05). Regarding the
production of reactive oxygen species, M1 macrophages treated with Biodentine
induced greater production when compared to other cements, in the presence of
zymosan A. (p <0.05). When comparing the production of reactive oxygen species
(ROS) between the two types of macrophages, a greater production by M1 cells was
observed (p <0.05). It was concluded that the repairing bioceramic materials presented
similar responses to MTA, emphasizing the excellent biocompatibility of Biodentine
and Bio-C Repair cements.

Keywords: macrophages; bioceramic cements; biocompatibility; cytokines;
endodontics.
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1 INTRODUGAO

O tratamento endodéntico objetiva, através do preparo mecanico-quimico, a
remocao completa dos tecidos pulpares e/ou necréticos, com subsequente
modelagem, limpeza e selamento tridimensional com materiais obturadores. A chave
para o sucesso € realizar o debridamento e a neutralizagcdao de qualquer tecido,
bactéria ou subproduto inflamatério no sistema do canal radicular (TABASSUM E
KHAN, 2016).

Apesar do alto indice de sucesso relatados em 80%, em muitos casos nos
deparamos com complicacdes que envolvem perfuracoes, reabsorgdes, e até mesmo
dentes com rizogénese incompleta (HENRIQUES 2011; PRATI & GANDOLFI, 2015),
que vao necessitar do uso de um material reparador para promover um adequado
selamento do canal radicular.

Por ficar em intimo contato com os tecidos perirradiculares, o material ideal
para ser utilizado nessas situacdes, deve ser biocompativel, ndo interferir nos
processos biolégicos do hospedeiro, ndo ser reabsorvivel, possuir boa estabilidade
dimensional, facilidade de manuseio e insercao, ser radiopaco e tolerante a umidade
(BEATRICE et al., 2009).

Assim surgiu o primeiro cimento bioceramico utilizado na endodontia, o
agregado de trioxido mineral (MTA). Desde sua primeira descrigdo por Lee et al.
(1993), o MTA é utilizado em aplicagdes cirurgicas e nao cirurgicas. Na endodontia é
frequentemente utilizado como material reparador, vedando comunicacdes existentes
entre um dente e as suas superficies externas (TORABINEJAD et al., 1993;
TORABINEJAD E CHIVIAN, 1999). Por apresentar caracteristicas positivas como
elevada biocompatibilidade, bioatividade, estimulo a neoformagdo de dentina,
cemento e 0sso, atividade antimicrobiana, tomada de presa na presenca de umidade,
o MTA tornou-se popular entre clinicos e especialistas em endodontia. Entretanto,
desvantagens, como dificuldade na manipulagédo e inser¢ao, consisténcia arenosa,
longo tempo de presa, possibilidade de descoloragdo da estrutura dentaria, tém
estimulado a investigacdo de novos bioceramicos reparadores (CAMILLERI et al.,
2015; DARVELL & WU, 2011; MA et al., 2011; VALLES et al., 2013).

Podemos citar como exemplo o Cimento Biodentine (Septodont, Saint-Maur-
desFossés, Franga), e o cimento Bio-C Repair (Angelus, Londrina, Parana, Brasil),

que possuem um pH alcalino, apresentam uma alta liberacdo de ions calcio e boa
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radiopacidade (BORGES et al., 2012; CANDEIRO et al., 2016). O Biodentine € um
material bioativo de silicato tricalcico, encontrado no mercado como uma formulagao
pré-dosada de po e liquido, a ser utilizado como um substituto da dentina. Apresenta
resultados satisfatérios em relagdo a sua atividade antimicrobiana, genotoxicidade e
caracteristicas fisicas, além de nao ser citotoxico quando avaliado em culturas de
fibroblastos recuperados do ligamento periodontal (ESCOBAR-GARCIA, 2016; HAN
& OKIJI, 2013; NOWICKA et al., 2013). O Bio-C Repair, por ser um cimento pronto
pra uso, encontrado na consisténcia putty (pesada), necessita da umidade do local da
aplicacao para iniciar seu processo de hidratacao, liberacio de ions, biomineralizacao
e reparo. Apesar de ter sido langado recentemente no Brasil pela empresa Angelus,
em 2019, ja foi observado que esse cimento apresenta citocompatibilidade,

biocompatibilidade e induz a biomineralizacdo semelhante ao MTA (BENETTI, 2019).

Como esses cimentos sdo utilizados em contato com os tecidos
perirradiculares, é extremamente importante que nao interfram na resposta
imunologica do paciente (REZENDE et al., 2005). Os tecidos pulpares e
perirradiculares exibem grande quantidade de células imunocompetentes, dentre as
quais os macréfagos sao as mais predominantes ( KAWASHIMA et al.,, 1996;
REZENDE et al., 2005 ). Apesar de apresentarem resultados satisfatérios em relagao
a biocompatibilidade e propriedades fisicas, poucos estudos tém relatado a interacao
dos novos bioceramicos na resposta imunoldgica periapical, principalmente na
atividade de macrofagos, por serem as primeiras células a entrarem em contato com
antigenos e desempenharem papel principal na patogénese da inflamagéao.

Os macrofagos apresentam papel relevante, tanto na imunidade inata,
responsaveis pela fagocitose, quanto na imunidade adaptativa, apresentando a
funcao de apresentadores de antigeno. Primeiramente, estas células aderem-se a um
substrato para, posteriormente, iniciar o processo fagocitico. Uma vez estimulados,,
os macréfagos reagem contra os patdégenos produzindo éxido nitrico (NO) e espécies
reativas de oxigénio (ROS) (MOSSER, 2003). Apds esse processo, citocinas sao
liberadas para promover a iniciacdo, perpetuacao, e o direcionamento da resposta
imune (METZGER, 2000).

Vale lembrar que os macrofagos podem ser ativados por diferentes vias,
chamadas de classica e alternativa (SOLINAS et al., 2009). Diante disso, sao sub-

divididos em macréfagos do tipo M1 e M2, baseados em sua relagéo de receptores,
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funcao, producao de citocinas e resposta. A proporcao entre os subtipos celulares
deve se encontrar em um estado de equilibrio para um conveniente funcionamento do
sistema imunolégico (METZGER, 2000; MOSSER, 2003; REZENDE et al., 2005).

O subtipo M1 desempenha um papel relevante na protecdo a patégenos
intracelulares e a células cancerigenas em virtude da sua grande atividade citotoxica
e da resposta imune que desencadeia. A partir da ativacdo pela via classica,
participam como indutores da inflamagdo, e sdao mediados por estimulos como
interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), receptores do tipo Toll
(TLR) e lipopolissacaridos (LPS) (GEISSMANN et al., 2010; SOLINAS et al., 2009;).
Apresentam ainda, ndo so alta capacidade fagocitica, como também alta capacidade
de espraiar, de aderir, de apresentar antigenos as células T; de produzirem elevadas
concentragcoes de IL-12 e IL-23, além de NO e ROS. Como consequéncia, seu
metabolismo se torna mais eficiente na eliminagao de microrganismos por apresentar
um direcionamento de respostas do tipo 1 (pro-inflamatério) (BASTOS et al., 2002;
MANTOVANI et al., 2002; MILLS et al., 2000; MOSSER, 2003; REZENDE et al., 2005).

A ativacao alternativa vincula-se ao macréfago do subtipo M2, responsavel por
promover a limpeza de detritos e os processos cicatriciais. Essa ativacdo ocorre
quando os macrofagos estdo expostos a um microambiente em que predominam
citocinas, como a IL-4, IL-13, IL-10, e TGF-[3, e derivados do acido araquiddnico, como
as PGE2 (prostaglandina E2). Algumas alteragdes nas vias metabdlicas podem ser
observadas, como no metabolismo de arginina, levando a conversdo de ornitina e
poliamina, em vez de citrulina, e NO. Portanto, apresentam um padrao de resposta do
tipo 2 (anti-inflamatdrio), produzindo altas concentragcbes de IL-10 e TGF- e baixa
producao de NO, ROS e de citocinas pré-inflamatérias, como IL-12, IL-1, TNF e IL-6
(BASTOS et al. 2002, OBEID et al., 2013; REZENDE et al. 2007; SOLINAS et al.,
2009).

Ja foi observado que algumas linhagens de camundongos, podem apresentar
esses tipos de perfis de respostas predominantemente. Como é o caso do C57BL/6
que apresenta maior perfil de resposta inflamatéria em comparacao aos animais
BALB/c, ou seja, os primeiros apresentam maior quantidade de células produtoras de
IFN-y. Diante disso, podemos classificar os camundongos C57/BL6 sendo
representantes dos macréfagos do tipo M1, e o BALB/c representantes do macréfago
do tipo M2 (ORECCHIONI, 2019). Nesse contexto é interessante usar a abordagem
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do background genético de diferentes linhagens de camundongos para entender
melhor os mecanismos envolvidos na resposta imunolédgica do hospedeiro.
Amplamente descrito, o MTA apresenta resultados satisfatérios quanto a
viabilidade, aderéncia, fagocitose, e produgédo de ROS e NO e a ndo interferéncia na
producdo e secregao das citocinas TNF, IL-12 e IL-10, pelos macrofagos M1 e M2
(REZENDE et al., 2005, 2007). Assim, tendo em vista a importancia dessas células
nos processos inflamatoérios e cicatriciais que ocorrem nos tecidos perirradiculares, é
relevante conhecer a atividade e resposta de macréfagos inflamatorios M1 e M2 na
presenca de cimentos bioceramicos atualmente disponiveis no mercado e utilizados

em procedimentos reparadores na Endodontia.



17

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Avaliar as respostas de macrofagos inflamatorios murinos M1 e M2, em culturas
celulares na presenca de trés cimentos bioceramicos: Biodentine (Septodont, Saint-
Maur-desFossés, Franga), Bio-C Repair (Angelus, Londrina, Parana, Brasil), e MTA

(Angelus, Londrina, Parana, Brasil).

2.2 Objetivos especificos:

e Avaliar a viabilidade celular de macréfagos M1 e M2 cultivados na presenga e
auséncia (controle) dos diferentes cimentos bioceramicos;

e Avaliar a capacidade de aderéncia de macrofagos M1 e M2 cultivados na
presenga e auséncia (controle) dos diferentes cimentos bioceramicos;

e Avaliar a capacidade de fagocitose dos macréfagos M1 e M2 cultivados na
presenca e auséncia (controle) dos diferentes cimentos bioceramicos;

e Avaliar a produgdo ROS pelos macréfagos M1 e M2 cultivados na presenga e

auséncia (controle) dos diferentes cimentos bioceramicos.
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3 METODOLOGIA EXPANDIDA

O presente trabalho foi realizado no laboratério de Gnotobiologia e Imunologia
do Instituto de Ciéncias bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), Belo Horizonte, Brasil. Avaliou-se a viabilidade celular, a capacidade de
aderéncia, a atividade fagocitica e a produgcdo de ROS de dois subtipos de
macrofagos, M1 e M2 na presenga e auséncia dos bioceramicos. Os macrofagos
inflamatérios do subtipo M1 foram obtidos de camundongos C57BL/6 e, os
macrofagos inflamatorios do subtipo M2 foram obtidos de camundongos BALB/c. As
culturas celulares foram mantidas na presenga e na auséncia dos cimentos
bioceramicos reparadores. Essa pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de
ética e pesquisa em animais, (CEUA-UFMG 154/2019).

Trés grupos experimentais foram constituidos de acordo com o cimento
bioceramico testado, além um grupo controle (capilares vazios), todos adicionados as
culturas celulares de macrofagos M1 e M2, como se segue:

e Grupo | — tubos capilares contendo o cimento Biodentine (Septodont, Saint-

Maur-desFossés, Franga).

e Grupo Il —tubos capilares contendo o cimento BioC Repair (Angelus, Londrina,

Parang, Brasil);

e Grupo lll—tubos capilares contendo o MTA (Angelus, Londrina, Parang, Brasil);

e Grupo IV — tubos capilares vazios (controle).

—_—t
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
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3.1 Animais

Foram utilizadas duas linhagens de camundongos, femeas, C57BL6 e BALB/c,
de quatro a oito semanas, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEBIO-UFMG), Belo Horizonte, MG, Brasil. Os animais
foram mantidos em biotério com barreiras, em gaiolas apropriadas de
20cmx30cmx20cm, contendo no maximo cinco animais da mesma linhagem em cada
gaiola, de acordo com as normas de bioterismo vigentes, sob controle de temperatura,
luminosidade, agua e racgao ad libitum.

3.2 Microrganismos

Os microrganismos utilizados neste trabalho foram: Saccharomyces boulardii
(obtida através de capsulas de Floratil, Merk S/A, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), utilizado
nos ensaios de fagocitose e Zymosam A, de Saccharomyces cerevisae (Sigma
Chemical Co. St.Louis, MO, EUA), utilizado no ensaio de producdo de ROS. S.
boulardii foi selecionada devido ao seu tamanho, o que facilitou a contagem de células
fagociticas. A relagao entre o numero de microrganismos utilizados/células em cultura,

em cada ensaio realizado, foi previamente, padronizado em uma curva dose-resposta.

3.3 Preparo dos cimentos reparadores

Utilizaram-se trés cimentos reparadores endodénticos:

e Biodentine (Septodont, Saint-Maur-desFossés, Franga), composto por silicato
tricalcio; 6xido de zircbnio; carbonato de calcio; cloreto de calcio; polimero
policarboxilato.

e BioC Repair (Angelus, Londrina, Parana, Brasil), cimento pronto para uso,
composto por silicato de célcio; aluminato de calcio; éxido de calcio; éxido de
zirconio; oxido de ferro; didxido de silicio; agente de dispersao.

e MTA (Angelus, Londrina, Parana, Brasil), composto por silicato dicalcico;
silicato tricalcico; aluminato tricalcio; ferroaluminato tetracalcico; éxido de

bismuto.
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Os cimentos que necessitaram de manipulacdo, como o Biodentine e o MTA,
foram manipulados de acordo com as especificacbes de cada fabricante, em
condigbes de esterilidade, sob fluxo laminar. Ainda sob fluxo laminar, todos os trés
cimentos foram inseridos nas extremidades de tubos capilares (Micron, Trianon Ind. e
Com. Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil), previamente cortados e esterilizados. Essa
manobra permitiu que o contato dos cimentos com a suspensao celular ficasse
padronizado, ja que o diametro do tubo corresponde a 3,52 mm?. A seguir, os tubos
contendo os cimentos foram armazenados em placa de cultura de seis pogos (Nunclon
™ Nalge Nunc International, Naperville,IL, EUA). O grupo controle foi representado
pelos tubos capilares vazios (DE OLIVEIRA MENDES et al., 2003).

3.4 Obtencao e cultura de macrofagos peritoneais inflamatérios

Para a obtengdo de macréfagos peritoneais inflamatérios, os camundongos
foram injetados intraperitonealmente, 05 dias antes o sacrificio, com 2mL de
tioglicolato estéril, a 3%, contendo 1% de agar esterilizado (Biobras S.A.®, Montes
Claros, MG, Brasil). Apés 05 dias, tempo necessario para instalar o processo
inflamatério local com recrutamento de macréfagos, os animais foram sacrificados por
meio do deslocamento cervical. Com o intuito de se conseguir o maior conteudo
possivel da suspensao celular, foi injetado intraperitonealmente, com auxilio de uma
seringa acoplada a uma agulha de 21 guarges, 10mL de um meio neutro, composto
por uma solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) 1x, estéril. A seguir, aspirou-se
o0 maior conteudo possivel da suspensdo, com a mesma seringa e agulha, que foi
centrifugada a 350 rotagdes por minuto durante dez minutos a 4°C. Apds descartar o
sobrenadante, as células foram ressuspendidas em meio completo, composto por
RPMI 1640, sem o fenol vermelho, suplementado com 10% de soro bovino fetal bovino
(Nutricell, Campinas, SP, Brasil), 0,1% de solugdo de B-mercaptoetanol (Sigma
Chemical Co.) a 0,05M, 0,2% de gentamicina, 200mM de L-glutamina. As células
foram contadas em cAmara de Newbauer, sob microscopia 6tica, observando-se que
mais de 90% delas tinham caracteristicas morfoldgicas de macréfagos (DE OLIVEIRA
MENDES et al., 2003).
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A concentragéo final das células foi ajustada de acordo com cada ensaio
proposto. Para os ensaios de viabilidade celular, 1 x 10° células foram cultivadas em
placa de 24 pogos; para os ensaios de fagocitose e produgédo de ROS, utilizaram-se
5 x 10° células/mL; e, finalmente, para a verificagdo de aderéncia celular, foram
utilizadas 1x10° células/mL. Todas as incubacdes foram realizadas em estufa com
atmosfera umidificada, contendo 5% de CO2, a 37°C (DE OLIVEIRA MENDES et al.,
2003).

3.5 Viabilidade Celular

O ensaio de viabilidade dos macrofagos inflamatérios, M1 e M2, frente ao
substrato, foi realizado nos tempos de 24, 48 e 72 horas (Nunclon TM, Nalge Nunc
International), utilizando-se dois métodos: o ensaio MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) e a exclusao do Azul de Tripan.

O ensaio MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) é
um método comumente utilizado para avaliar a viabilidade celular. E baseado na
reducao do sal de tetrazolio (MTT) pelas desidrogenases mitocondriais succinicas em
células viaveis, produzindo cristais roxos insoluveis de formazan, enquanto que as
células mortas ou inviaveis ndo conseguem fazer esta convers&o. (Mosmann, 1983).
Para isso, utilizou-se placa de 96 pogos (Nunclon ™). Em cada pogo da placa de 24
pogos adicionou-se 200 uL da suspenséo celular, a uma concentracdo de 1 x 10°
células/mL, e os capilares contendo ou ndo os cimentos. As placas foram incubadas
em estufa umidificada, a 37° C, por 24, 48 e 72 horas. Apés cada periodo, os capilares
foram removidos e os pogos lavados trés vezes com PBS 1X. Em seguida,
acrescentou-se 100 pL da solucdo de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) e, novamente, a placa foi incubada por mais trés horas,
nas mesmas condi¢cdes. Apds esse periodo, fez-se a remog¢ao dos 100 pL do
sobrenadante de cada poco e, adicionou-se dimetilsuféxido PA (DMSO). A seguir, fez-
se a leitura em leitor de microplaca (PowerWave HT, BioTek, EUA) (Braga et al. 2014).
Os resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade.

O Azul de Tripan € um corante que € negativamente carregado e ndo interage
com a membrana célular, internalizando no citoplasma apenas se a membrana estiver

danificada. Assim células vivas, ou tecidos com membranas celulares intactas, ndao
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sao corados. Para a realizagcdo desse ensaio, utilizaram-se placas de 24 pocos
(Nunclon ™), em cada poco, adicionou-se os tubos capilares e 1 mL da suspenséo
celular contendo 1 x 10° células. A seguir, as placas foram incubadas, respeitando-se
os tempos determinados e, a analise da viabilidade foi realizada em microscépio
invertido, apos o acréscimo de 100uL de solugédo de azul de tripan (Sigma). Foram
contadas células viaveis e ndo viaveis num total de 200 células e os resultados foram
expressos em porcentagem (BRAGA et al., 2015; DE OLIVEIRA MENDES et al.,
2003).

3.6 Aderéncia Celular

A aderéncia de macrdéfagos inflamatérios ao substrato foi realizada em tubos
de polipropileno estéreis (Corning, Cambridge, MA, Inglaterra). Foram adicionadas 1
mL de suspensdes celulares contendo 1x108 células/mL e os capilares contendo ou
nao os cimentos bioceramicos. Apds duas horas de incubacdo em estufa com
atmosfera umidificada, contendo 5% de CO2, a 37°C, os tubos foram levados ao
vortex, por cinco segundos, em baixa velocidade, para promover a homogeinizagao.
Em seguida, aliquotas de 20uL de cada amostra foram removidas, e acondicionadas
em camaras de Newbauer. Estas foram armazenadas no interior de placas de petri
umidificadas e, novamente incubadas a 37°C, por 18 horas (lee, Monsef e
Torabinejad, 1993). A seguir, realizou-se a contagem dos macréfagos aderentes e dos
nao aderentes, sob microscopia optica. A porcentagem de macréfagos aderidos foi
encontrada dividindo-se o numero de macréfagos aderidos pelo numero total de

células, multiplicando-se por 100.

3.7 Ensaio de fagocitose da levedura Saccharomyces boulardii

Para se verificar a interferéncia dos cimentos estudados no processo fagocitico,
os macréfagos inflamatérios, M1 e M2, foram cultivados na presenga ou nédo dos
cimentos e, posteriormente, colocados em contato com a levedura Saccharomyces
boulardii (Floratil, Merk S/A, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), conforme explicitado a seguir.

Previamente, a levedura foi ressuspendida em PBS 1X, obtendo-se uma

concentragéo de 107 células/mL. Em seguida, as leveduras foram mortas pelo calor,
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em autoclave a 100°c, por 10 minutos. Nos ensaios de fagocitose, a proporgéo de
leveduras em relac&o ao numero de células na cultura foi de 10 para 1 (DE OLIVEIRA
MENDES et al., 2003).

Laminulas de vidro, redondas, estéreis (GlassTécnica, GlassTécnica
Importagao e Comércio de Vidros, Sao Paulo, SP, Brasil), foram colocadas em pogos
de uma placa de cultura de 24 pogos (NunclonTM;, Nalge Nunc International). Sobre
essas laminulas foram acrescidos 200 pL da suspenso celular contendo 5X10°
células/mL, em meio completo, incubando-se em estufa de CO», a 37°C, por 2 horas.
O meio foi removido e descartado, as células lavadas uma vez, com RPMI 1640, sem
fenol vermelho, a 37°C. Posteriormente, foi acrescentado aos pogcos 1 mL de RPMI
1640, sem fenol vermelho, a 37°C e 10 yL da suspensao de S. Boulardii, mortas pelo
calor, além dos capilares com e sem os cimentos. As placas foram incubadas por 1
hora em estufa de CO. a 37°C.

Apds esse periodo, as leveduras nao ligadas foram delicadamente removidas
em trés lavagens com meio novo de RPMI 1640, sem fenol vermelho, a 37°C. As
laminulas foram cobertas com 1 mL de &cido tanico, a 1% (Dindmica Quimica
Conteporanea Ltda, Sao Paulo, Brasil), diluido em agua destilada, durante 10 minutos.
Este tratamento permiti distinguir as leveduras presentes extra e intracelularmente.
Foi realizada uma nova lavagem das células com meio RPMI 1640, sem fenol
vermelho e, sobre cada laminula foi colocada uma gota de soro bovino fetal para se
evitar a cristalizagdo do corante. Posteriormente, todo o liquido foi removido e lavado
com agua deionizada; as laminulas coradas, de acordo com a recomendacdo do
fabricante (descrito abaixo), com pandtico rapido (Laborclin Produtos para
Laboratdrios Ltda, PInhais, PR, Brasil). Apés utilizar o ultimo corante, os pogos foram
lavados novamente com 300 pL agua deionizada e deixados secar ao ambiente.

Apds a coloragdo e secagem, as laminulas foram coladas em laminas com
Entellan (MERK S.A., Darmstadt, Germany) e analisadas em microscopia 6ptica, em
um aumento de 100X, sob imerséo (Giamis et al.,1992). Realizou-se a contagem de
100 macrofagos por laminula. Determinou-se o numero total de macrofagos com
leveduras fagocitadas, bem como o numero de leveduras fagocitadas por cada

macrofago, determinando-se as respectivas porcentagens.
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3.7.1 Coloragao com Pandético Rapido

As laminulas foram imersas durante 5 segundos no Panético n°® 1, removendo-
se 0 excesso; posteriormente, foram imersas durante 5 segundos no Panético n° 2,
removendo-se 0 excesso; e, por ultimo, foram imersas durante 5 segundos no
Pandtico n° 3; e, finalmente lavadas com 300 uL de agua deionizada. Apos a secagem,

as laminulas foram coladas em laminas com Entellan.

3.8 Deteccgao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Para a mensuragcdo da produgdo de radicais livres de oxigénio pelos
macrofagos M1 e M2, quando na presenga ou auséncia dos bioceramicos, foi utilizado
Zymosan A de S. cerevisae. O Zymosan A foi diluido em PBS e, em seguida, realizou-
se a contagem do numero de particulas em camara de Newbauer. Diluiu-se em PBS
para se atingir uma concentragéo de 10° particulas/mL. Essa solucéo foi armazenada
até o momento do experimento, sob-refrigeragdo. A estimulagéo celular se deu a uma
proporcao de 10 particulas de Zymosan A para cada célula na cultura (TRUSH et
al.,1978).

Utilizou-se culturas celulares contendo 5X10° células/mL em placas opacas de
96 pogos. Em metade de cada amostra foi adicionado 50 pyL de Zimosan A, na
concentracdo de 10° particulas/mL, 130 uL de suspenséo celular e 20 pL de luminol,
enquanto nos pogos sem estimulo, foram colocados 180 yL de suspenséao celular e
20 uL de luminol. A solugdo de estoque do luminol foi preparada dissolvendo-se
1,77mg em 1mL de dimetil sulféxido (DMSO). A placa foi levada ao Lumicount TM

(Packard Bioscience Company, Inc, Downers Grove, IL, EUA) para leitura.

3.9 Analises estatisticas dos dados

As analises foram realizadas pelo programa Graphpad Prism 8.0. Utilizaram-se
testes paramétricos, representado pela andlise de varidncia (ANOVA), e néo
paramétricos, representados pelos testes Mann Whitney e Kruskal Wallis, de acordo
com a presenca ou nado de normalidade, respectivamente. Os resultados foram

considerados significativos quando p<0,05.
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INTRODUGAO

O agregado de trioxido mineral (MTA), é um material bioativo, hidrofilico
(Koche, 2012) amplamente utilizado como material reparador, em tratamentos como
pulpotomia, capeamento pulpar, reabsorgdes, perfuragdes, apicificagao, regeneragcao
pulpar e retro-obturagdo em cirurgias parendododnticas (Torabinejad & Chivian, 1999,
Bogen & Kuttler, 2009). Embora apresente excelente biocompatibilidade (Rezende et
al. 2005,2007; Braga et al. 2015), suas propriedades fisico quimicas como
escoamento, consisténcia, longo tempo de presa e trabalho e descoloragédo da
estrutura dentaria, dificultam seu uso (Rezende et al., 2007; Scarparo et al., 2009).
Para superar essas desvantagens, novos bioceramicos reparadores a base de
silicatos estdo sendo desenvolvidos apresentando propriedades fisico-quimicas
melhoradas (Darvell & wu, 2011; Ma et al., 2011; Vallés et al., 2013; Camilleri et al.,
2015a), como o Cimento Biodentine (Septodont, Saint-Maur-desFossés, Franga), e o
cimento Bio-C Repair (Angelus, Londrina, Parana, Brasil).

O Biodentine é um cimento de silicato tricalcico, que apresenta po e liquido pré-
dosados. O carbonato de calcio do p6 junto com o cloreto de célcio presente no liquido
promovem, de maneira mais rapida, a liberacao de calcio, favorecendo o processo de
reparo (Camilleri, 2013). Apresenta ainda resultados satisfatérios em relagdo a
citotoxicidade, atividade antimicrobiana, genotoxicidade e caracteristicas fisicas, além
de induzir a diferenciagao de células semelhantes a odontoblastos (Han & Okiji, 2013;
Nowicka et al., 2013). Outro material que merece destaque é o Bio-C Repair por ser
um produto pronto para uso em consisténcia putty e armazenado em uma seringa
rosqueavel, eliminando assim a necessidade de manipulagéo (Benetti, 2019). Quando
avaliados frente a fibloblastos de ratos tal material demostrou citocompatibilidade,
biocompatibilidade e biomineralizagcdo semelhante ao MTA (Benetti, 2019).

Devido ao fato destes cimentos apresentarem intimo contato com os tecidos
perirradiculares durante sua utilizagado, € essencial que nao interfiram de forma
deletéria na resposta imunolégica do hospedeiro, especificamente, na atividade dos
macrofagos, por serem uma das primeiras células a entrarem em contato com
antigenos nos tecidos (Stern et al., 1981; Kawashima et al., 1996; Rezende et al.,
2005).

A ativagdo dos macrofagos ocorre através da via classica e alternativa. A

primeira é mediada por estimulos como interferon gama (IFN-y), fator de necrose
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tumoral alfa (TNF-a), receptores do tipo Toll (TLR) e lipopolissacaridos (LPS) (Solinas
et al., 2009; Geissmann et al., 2010), e apresenta grande capacidade de fagocitar,
aderir, e produzir concentragdes elevadas de IL-12 e |IL-23, além de oxido nitrico (NO)
e espécies reativas de oxigénio (ROS), estes ultimos responsaveis por promover a
eliminagdo de patdgenos. Por apresentar um direcionamento de respostas pelos
linfécitos Th1, sdo denominados macrofagos M1 (Mills et al., 2000; Bastos et al., 2002;
Mosser 2003; Rezende et al., 2005). Em contrapartida os macrofagos M2 sao ativados
pela via alternativa provocando alteracbes nas vias metabdlicas, como no
metabolismo da arginina, que converge ornitina e poliamina em vez de citrulina e NO.
E caracterizado ainda por produzir altas concentracdes citocinas anti-inflamatérias
como IL-10 e TGF-8 e baixa de NO, ROS. (Bastos et al. 2002, Rezende et al., 2007;
Solinas et al., 2009).

Assim, os macréfagos podem ser classificados em subtipos M1 e M2 baseados
em sua relagao de receptores, fungao e produgao de citocinas (Metzger 2000; Mosser
2003; Rezende et al., 2005). Diante do papel relevante dos macréfagos na resposta
imune e em seu direcionamento, este estudo teve por objetivo avaliar a viabilidade
celular, a aderéncia, a capacidade fagocitica e a produgao de ROS pelos macrofagos
dos tipos M1 e M2 murinos, apds contato com o, Biodentine e Bio-C Repair em
comparacao com o MTA. A hipétese nula foi que esses materiais ndo apresentem
diferengas na viabilidade, aderéncia, fagocitose e produgdo de ROS quando
comparados ao MTA.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Camundongos fémeas C57BL/6 e BALB/c de 4 a 8 semanas foram fornecidos
pelo (CEBIO-UFMG), Belo Horizonte, MG, Brasil e mantidos em biotério com
barreiras, em gaiolas apropriadas com controle de temperatura, luminosidade,
contendo ragédo e da agua ad libitum. O protocolo de pesquisa foi autorizado pelo
comité de ética e pesquisa em animais, (CEUA-UFMG 154/2019).

Macro6fagos

Os macréfagos inflamatorios peritoneais foram obtidos apds 5 dias da injecéo
de 02 mL de caldo tioglicolato estéril a 3% contendo 1% de agar esterilizado (Biobras
S.A.®, Montes Claros, MG, Brasil). Os animais foram sacrificados e 10 mL de solugéo
tampao estéril foram injetados na cavidade peritoneal com auxilio de uma seringa e o
maior conteudo possivel foi aspirado. As células foram centrifugadas a 350 g por 10
min, a 4°C, e apos descartar o sobrenadante, foram ressuspendidas e contadas sob
microscopia Optica em camara de Neubauer. Mais de 90% delas tinham
caracteristicas morfolégicas de macréfagos (Braga et al. 2014). A concentragao final
foi ajustada de acordo com cada ensaio; viabilidade por azul de tripan 1 x 10°,
viabilidade por MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) e
aderéncia 1 x 10°, fagocitose e ROS 5 x 10°. Os cimentos Biodentine (Septodont,
Saint-Maur-desFossés, Franga), BioC Repair (Angelus, Londrina, Parana, Brasil) e
MTA (Angelus, Londrina, Parana, Brasil) foram inseridos nas extremidades dos
capilares estéreis e armazenados em placa de 6 pogos. Posteriormente, os mesmos
foram colocados em contato com a suspensdo celular. Capilares vazios foram

utilizados como grupo controle negativo (De Oliveira Mendes et al. 2003).

Preparo dos cimentos

O Biodentine e o MTA, foram manipulados em condi¢des de esterilidade, sob
fluxo laminar. Ainda sob o fluxo, todos os trés cimentos foram inseridos nas
extremidades de tubos capilares (Micron, Trianon Ind. e Com. Ltda, Sdo Paulo, SP,
Brasil), previamente cortados e esterilizados, para que o contato dos cimentos com a
suspensdo celular ficasse padronizado. A seguir, os tubos contendo os cimentos

foram armazenados em placa de cultura de seis pogos (Nunclon TM, Nalge Nunc
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International, Naperville,IL, EUA). O grupo controle foi representado pelos tubos
capilares vazios (De Oliveira Mendes et al., 2003).
Composicao dos cimentos utilizados:

¢ Biodentine (Septodont, Saint-Maur-desFossés, Franga), composto por silicato
tricalcio; oxido de zircbnio; carbonato de calcio; cloreto de calcio; polimero
policarboxilato.

e BioC Repair (Angelus, Londrina, Parana, Brasil), cimento pronto para uso,
composto por silicato de célcio; aluminato de calcio; éxido de calcio; éxido de
zirconio; oxido de ferro; didxido de silicio; agente de dispersao.

e MTA (Angelus, Londrina, Parana, Brasil), composto por silicato dicalcico;
silicato tricalcico; aluminato tricalcio; ferroaluminato tetracalcico; oxido de

bismuto.

Viabilidade

A viabilidade celular foi realizada em triplicata nos tempos de 24, 48 e 72 horas,
através dos métodos por MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide) e exclusdo do Azul de Tripan. O ensaio MTT utilizou placa de 96 pogos
(Nunclon TM) contendo os capilares e 200 pL da suspensao celular. Apos a incubagao
nos tempos ja determinados, os capilares foram removidos e os pogos lavados com
PBS 1X. Em seguida adicionou-se a solugao de MTT e a leitura foi realizada em leitor
de microscopia (Bio-Rad, 2550, Hercules, EUA) (Braga et al. 2014). No método por
Azul de Tripan foram utilizadas placas de 24 pocgos (Nunclon TM) contendo os tubos
capilares e 1 ml da suspensao celular. As placas foram incubadas e a leitura realizada
em microscopio invertido, apds o acréscimo de 100uL de solugcdo de azul de tripan
(Sigma) em cada pogo. Foram contadas células viaveis e ndo viaveis e os resultados
foram expressos em porcentagem (De Oliveira Mendes et al., 2003; Braga et al.,
2015).

Aderéncia

O ensaio sobre a aderéncia foi realizado por meio da adigdo de 1 mL da
suspensao celular com os capilares em tubos de polipropileno estéreis (Corning,
Cambridge, MA, Inglaterra). Ap6s 2 horas incubados foram homogeneizados pelo

vortex, e aliquotas de 20uL de cada amostra foram colocadas em camaras de
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Newbauer, para armazenamento em placas de petri umidificadas. Depois de nova
incubacao por 18 horas, foi realizada a contagem dos macrofagos aderentes ou néo,
pela microscopia Optica e o resultado foi expresso em porcentagem (Lee, Monsef e
Torabinejad, 1993).

Fagocitose

No estudo da fagocitose laminulas de vidro redondas estéreis (GlassTécnica,
GlassTécnica Importagdo e Comércio de Vidros, Sao Paulo, SP, Brasil) foram
colocadas em placas de 24 pogos (NunclonTM;, Nalge Nunc International). Apds
adicionar 200 pL da suspenséao celular, foram levadas para estufa durante 2 horas. As
células foram lavadas e acrescentou-se aos pocos 1 mL de RPMI 1640 sem fenol
vermelho, 10 yL da suspensao de S. boulardii na concentracado de 107 células/pogo e
os capilares. Esta levedura foi escolhida devido ao seu tamanho, que facilitou a
visualizagdo apos fagocitose pelos macrofagos, e, portanto, permitiu maior precisao
dos dados (Rezende et al. 2007). Foi realizada nova incubagao por 1 hora, e em
seguida os pogos foram lavados e cobertos com 1 mL de acido tanico a 1% (Dinamica
Quimica Conteporanea Ltda, Sao Paulo, Brasil), durante 10 minutos. Posteriormente
as laminulas foram coradas com pandtico rapido (Laborclin Produtos para
Laboratérios Ltda, Plnhais, PR, Brasil). Apds a coloragdo e secagem, a leitura foi
realizada em microscopia 6ptica, em um aumento de 100X, sob imersdo em dleo
(Giaimis et al.,1992). A leitura do numero total de macréfagos com leveduras
fagocitadas e o numero de leveduras fagocitadas por cada macréfago foram contadas

e determinadas sua porcentagem.

Producao de ROS

Para a mensuracédo da producdo de ROS foi utilizado o Zymosan A de S.
cerevisae na concentragéo de 10° particulas/mL, armazenado sob refrigeragdo até o
momento do ensaio. Foi utilizada placa de 96 pocos contendo os capilares, 50 uL de
Zimosan A, 130 pL de suspensao celular e 20 pL de luminol, enquanto nos pogcos sem
estimulo, foram colocados os capilares, 180 pyL de suspensao celular e 20 uL de
luminol. Em seguida, a leitura da placa foi levada ao Lumicount TM (Packard

Bioscience Company, Inc, Downers Grove, IL, EUA).
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Analise estatistica

Os resultados foram analisados por meio do programa Graphpad Prism 8.0.1,
no qual foi utilizado o teste de varidancia ANOVA (comparagdes multiplas), sendo as

analises propostas consideradas significativas quando p <0,05.

RESULTADOS
Viabilidade celular

A viabilidade pelo ensaio de MTT é demostrada através da figura 1 (a, b). A
viabilidade celular média para esse ensaio foi maior que 85% em todas as culturas de
macrofagos. O Biodentine induziu menor viabilidade no tempo de 24h apresentando
diferenga estatistica em relagéo ao grupo controle, tanto para M1(a) quando M2(b) (p
<0,05). Nao houve diferenga nas porcentagens de células vivas nos tempos de 24,

48, 72 horas entre os grupos de cimentos analisados frente a células M1 e M2.
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Figura 1: Porcentagem de macrofagos M1 (a) e M2 (b) apds o ensaio de viabilidade celular MTT com
capilares contendo os bioceramicos e grupo controle, nos intervalos de 24, 48 e 72 horas. (*) indica
diferenca estatistica entre os grupos (p <0,05).

A viabilidade celular utilizando a técnica de exclusdo de azul de tripan é
demonstrada na figura 2 (a, b). A viabilidade celular média foi maior que 96% em todas
as culturas de macrofagos M1 e M2. Para os macréfagos M1, foi observado que, o
Biodentine em 24h, induziu menor viabilidade em relagdo ao controle (p <0,05); em
72h todas as células permaneceram com altas porcentagem de células vivas, nao

havendo diferenga estatistica entre os grupos de cimento. Para os macréfagos M2 no
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tempo de 24h houve menor viabilidade do biodentine em relagéo ao grupo controle (p
<0,05).
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Figura 2: Porcentagem de macréfagos M1 (a) e M2 (b) apds o ensaio de viabilidade celular com o
método de exclusdo do azul de tripan, apds contato direto com os bioceramicos e grupo controle, nos
intervalos de 24, 48 e 72 horas. (*) indica diferenga estatistica entre os grupos (p <0,05).

Ensaio de Aderéncia Celular

O resultado da aderéncia celular foi semelhante entre os macrofagos M1 e M2.
N&o houve diferenga estatistica significante na porcentagem de células aderidas para

os dois tipos de macré6fagos nos grupos avaliados. (Figura 3).
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Figura 3: Porcentagem da aderéncia celular em M1 (a) e de M2 (b) com capilares contendo ou ndo os
bioceramicos (p <0,05).

Ensaio de Fagocitose
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A anadlise da porcentagem de macréfagos com leveduras fagocitadas esta
representada pela figura 4 (a,b). Nao houve diferenca estatistica dentro dos grupos
M1 (a) e M2(b). Quando os grupos M1 e M2 foram comparados entre si, o0s
macrofagos M1 apresentaram capacidade fagocitica estatisticamente maior que os
macrofagos M2 (p<0,05). O numero médio de leveduras fagocitadas por cada
macrofago esta representado na figura 3(c,d). Nao houve diferenga estatistica entre
os cimentos nos grupos M1(c) e M2(d), por sua vez, o numero médio de levedura
fagocitadas por M1 foi superior a M2.
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Figura 4: Porcentagem de macrofagos com levedura fagocitada M1(a) e M2(b). Nao houve diferenga
estatistica entre os cimentos nos grupos M1 e M2, por sua vez, quando comparados entre si, 0s
macrofagos M1 apresentaram capacidade fagocitica estatisticamente maior que os macréfagos M2
(p<0,05). Numero médio de levedura fagocitada por cada macroéfago M1(c) e M2(d). Nao houve
diferenga estatistica entre os cimentos nos grupos M1 (c) e M2(d), por sua vez, o nimero médio de
levedura fagocitadas por M1 foi superior a M2 (p<0,05).



35

Producao de ROS

A producédo de ROS é mostrada na figura 5. Em geral, tanto os macréfagos
M1(a) quanto M2(b) apresentaram niveis de ROS superiores quando estimulados pelo
zymosan. Os macrofagos M1 produziram mais ROS do que M2, na presenga do
estimulo (p< 0,05). Em M1 a adigdo de zymosan induziu maior produgédo de ROS pelo
Biodentine em relagao ao Bio-C Repair, MTA e controle (p< 0,05).
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Figura 5: Média da luminescéncia expressa pela area sob a curva de produgdo de ROS pelos
macrofagos M1 (a) e M2 (b) ap6s contato com os bioceramicos e o grupo controle. M indica culturas
de macréfagos e M + Z indica culturas de macréfagos na presenga do Zimosan A. (*) indica diferenga
estatistica entre os grupos (p <0,05).

DISCUSSAO

O macrofago € uma importante célula que participa da imunidade inata e
condiciona a adaptativa, através da fagocitose de particulas estranhas ao hospedeiro,
da sua fungéo de apresentacédo de antigenos, da sua agéo antimicrobiana (Elomaa
et al., 1998) e da sua capacidade de produzir mediadores que interferem na fungao
imunologica (De la Torre et al., 2008). Desde a descoberta da sua finalidade na
segunda metade do século XIX, o papel destas células tem despertado interesse
(Metchnikoff, 1908), ja que sao importantes para assegurar um normal funcionamento
do hospedeiro através do controle dos processos inflamatoérios (podendo promové-los
ou inibi-los), do desenvolvimento de tecidos e da sua cicatrizacdo, bem como da
modulagéo 6ssea (De la Torre et al., 2008; Epelman et al., 2014).
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Os macrofagos podem ser polarizados em células do tipo M1 ou M2, dependendo do
estimulo recebido, caso ocorra pela via classica ou alternativa (Mosser e Edwards,
2008; Geissmann et al, 2010). Os macréfagos M1 desempenham um papel
preponderante na protegdo a agentes patogénicos intracelulares, em virtude da sua
grande atividade citotoxica e da resposta imune que desencadeiam (Solinas et al.,
2009; Geissmann et al., 2010). A ativagao alternativa, que origina o macrofago M2,
apresenta um papel anti-inflamatério, esta envolvida nos processos de cicatrizagéo e
€ responsavel por promover a limpeza de possiveis detritos (Mills et al., 2000; Bastos
et al., 2002; De Oliveira Mendes et al., 2003; Rezende et al., 2007).

Ao longo dos anos, estudos que tratam da biocompatibilidade de cimentos
endoddnticos, tém demonstrado interesse nos efeitos adversos que eles podem
desencadear nas defesas imunoldgicas inatas e adquiridas do organismo (De Oliveira
Mendes et al., 2003; Rezende et al. 2005, Rezende et al., 2007, Braga et al., 2014,
Braga et al., 2015; Escobar-Garcia, 2016; Benetti, 2019). O presente estudo avaliou o
efeito de trés cimentos biocerdmicos endodénticos utilizados para reparacao dos
sistemas de canais radiculares, na atividade de macréfagos in vitro, uma vez que estes
sao normalmente utilizados em intimo contato com os tecidos perirradiculares.

O primeiro passo foi analisar a viabilidade celular pelo ensaio de MTT na
presenca desses cimentos. O biodentine apesar de apresentar um percentual acima
de 85% de viabilidade celular no periodo de 24h, foi estatisticamente menos
compativel em relagao ao controle. Por outro lado, nos periodos posteriores (48 e 72h)
houve um aumento gradual de suas células vivas. Tal fato pode ser atribuido aos
constituintes desse material (Escobar-Garcia, 2016). De acordo com resultados
encontrados em estudos prévios utilizando mondcitos (Khedmat et al., 2014) e
fibroblastos (Daltoe et al., 2016), ndo houveram diferencgas significativas, em todos os
tempos propostos, entre o MTA e o Biodentine.

Em relacao a viabilidade celular, utilizando o método do azul de tripan, pode-se
perceber que em 24h e 48h o MTA nao interferiu na viabilidade dos macréfagos,
consistente com os resultados obtidos em outros estudos (Rezende et al., 2007, Braga
et al., 2015). O biodentine novamente se mostrou menos biocompativel para
macrofagos M1 e M2 no periodo de 24h em relagdo ao controle, apesar de sua
porcentagem de células vivas ter se mostrado acima de 90%. Além disso, o tempo de
incubacao, como ja citado em outros estudos, pode influenciar a porcentagem de
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macrofagos vivos (Rezende et al., 2007), uma vez que, em 72h houve diferenca
estatistica de todos os grupos com o controle para macrofagos M1. Apesar da
persisténcia e do elevado numero de células vivas apds 72h, o inicio da escassez de
nutrientes no meio pode ter influenciado na diminuigdo da viabilidade dessas células.
Os materiais biocerdmicos contendo 6xido de zircénio geram menos inflamagdo em
comparagao aos que contém oOxido de bismuto (Silva, 2017), entretanto ao se
comparar, nesse estudo, o Bio-C repair com MTA, representantes dessas categorias
respectivamente, ndo houve diferenga significativa entre eles tanto em relagédo as
células M1 quanto M2, estando este resultado em consonancia com os resultados

obtidos em um recente estudo (Benetti, 2019).

E importante observar que em nenhum momento foi encontrado diferencas
entre as viabilidades dos macréfagos M1 e M2 nos grupos de cimentos, e que a
elevada porcentagem de células vivas durante todo o ensaio, confirmam o carater

biocompativel e nao citotéxico que esses materiais apresentam.

Nesse estudo nenhum dos cimentos utilizados interferiu na adesédo celular, o
que demonstrou que eles nao prejudicam as respostas do sistema imunoldgico, como
demostrado previamente (Unanue, 1987; Fujiwara & Kobayashi, 2005). Resultados
semelhantes foram observados em estudos utilizando o MTA (Rezende et al., 2007,
Braga et al., 2015; Ghilotti et al., 2020).

Apds a adesdo dos macrégafos ao substrato, da-se inicio o processo de
fagocitose, que é um dos principais mecanismos de suporte da imunidade inata, no
qual células mortas e particulas estranhas sao englobadas e posteriormente ingeridas
(Pacheco, 2012). Durante essa fase é desencadeada a degradagao do patogéno para
posterior apresentacdo dos seus antigenos, associados ao MHC, conduzindo ao
desenvolvimento da imunidade adquirida (Strauss, 2010). Assim, foi investigada a
resposta de macréfagos peritoneais in vitro ao ingerir a levedura Saccharomyces
boulardii, apés contato com os cimentos bioceramicos. Essa levedura foi utilizada pelo
fato de apresentar tamanho favoravel, o que facilitou a contagem e permitiu maior
precisao (Rezende, 2007; Braga, 2015). Nenhum cimento testado inibiu a capacidade
fagocitaria dos macréfagos para ambos os subtipos demonstrando caracteristicas
biocompativeis. O subtipo M1 mostrou uma capacidade em fagocitar a S. boulardii
estatisticamente maior que M2 em todos os grupos testados, o que foi de acordo com

resultados anteriores que utilizaram materiais diferentes a base de 6xido de zinco-
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eugenol (De Oliveira Mendes et al., 2003) e MTA (Braga, 2015), bem como o numero
médio de levedura fagocitada por cada macroéfago foi maior em M1. Em contrapartida,
estudos anteriores usando MTA, mostrou um nimero médio de leveduras fagocitadas,

maior pelas células M2 quando comparado aa células M1 (Rezende et al., 2007).

A fagocitose, consequentemente, leva a ativagdo dos macrofagos que induz a
estimulagao de uma série de processos bioquimicos e metabdlicos com liberagao de
citocinas pré-inflamatdrias e produgédo de ROS, contribuindo assim para a degradagao
microbiana (Schindl et al., 2006). Nesse estudo; os macrofagos M1 produziram
maiores concentracdes de ROS que M2 estando de acordo com relatos anteriores
(Mosser 2003; Rezende et al., 2007). Em contrapartida, Braga et al. (2014) relataram
a maior producdo de ROS pelos macréfagos M2. Além de ser o subproduto da
respiracao celular, os ROS também estdo envolvidos em uma ampla variedade de
processos celulares, como sobrevivéncia e crescimento celular, proliferacdo e
diferenciacao, senescéncia celular e apoptose, além de participarem de varias vias de
sinalizagao que nao estao diretamente relacionadas a atividade microbicida, como por
exemplo, ser mediador da expressdo de RANKL, demonstrando que os ROS possam
estar envolvidos no processo de reabsorgéo éssea perirradicular (Yang et al., 2013).
No presente estudo os mcrofagos, quando estimulados, induziram niveis de ROS
significativamente mais altos pelo Biodentine em relacédo aos outros cimentos e ao
controle, quando em contato com as células M1. Tal resultado é esperado, uma vez
que uma indugao de ROS significativa esta relacionada a uma maior eliminagédo de
patégenos (Paiva, 2014). Nao houve diferenga estatistica na produgédo de ROS por
macrofagos M2, na presenga ou auséncia do estimulo, fato também observado, em

estudos anteriores em relacédo ao MTA (Rezende et al., 2007).

CONCLUSAO

O presente estudo mostra que o0s cimentos biocerdmicos reparadores
Biodentine, Bio-C Repair nao afetaram as atividades efetoras de macréfagos M1 e M2
quando comparados ao MTA. Os cimentos testados nao interferiram na viabilidade e

adeséo celular, no processo de fagocitose, e na produgéo de ROS.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho buscou avaliar as respostas dos macréfagos inflamatorios,
M1 e M2, in vitro, ap6s contato com trés cimentos bioceramicos; o Biodentine, o Bio-
C Repair, e 0 MTA. Observou-se que estes cimentos ndo interferiram na viabilidade
dos macrofagos, na aderéncia, atividade fogocitica e produgdo de ROS, quando
estimulados ou ndo. Ao se comparar os subtipos de macréfagos, viu-se que os
macrofagos M1 apresentaram capacidade fagocitica e numero médio de levedura
fagocitadas por macréfago superior aos macréfagos M2. Quanto a produgéo de ROS,
os macréfagos M1 produziram maiores niveis que os M2 quando na presenga de
estimulo.

Conclui-se que os cimentos bioceramicos reparadores Biodentine, Bio-C
Repair ndo afetaram as atividades efetoras de macrofagos M1 e M2 quando
comparados ao MTA, bem como nao interferiram na viabilidade e adesao celular, no
processo de fagocitose, e na produgédo de ROS.



45

REFERENCIAS

BASTOS, K. R. B. et al. Macrophages from IL-12p40-deficient mice have a bias toward
the M2 activation profile. Journal of leukocyte biology, v. 71, n. 2, p. 271-278, 2002.

BEATRICE, L. C. S. et al. Materiais retrobturadores utilizados na cirurgia
paraendodbntica. Odontol. clin. -cient, v. 8, n. 4, 2009.

BENETTI, F. et al. Cytotoxicity, Biocompatibility and Biomineralization of a New
Ready-for-Use Bioceramic Repair Material. Brazilian dental journal, v. 30, n. 4, p.
325-332, 2019.

BORGES, R. P. et al. Changes in the surface of four calcium silicate-containing
endodontic materials and an epoxy resin-based sealer after a solubility test.
International endodontic journal, v. 45, n. 5, p. 419-428, 2012.

BRAGA, J. M. et al. Assessment of the cytotoxicity of a mineral trioxide aggregate-
based sealer with respect to macrophage activity. Dental Traumatology, v. 31, n. 5,
p. 390-395, 2015.

CANDEIRO, G. T. M. et al. Cytotoxicity, genotoxicity and antibacterial effectiveness of
a bioceramic endodontic sealer. International endodontic journal, v. 49, n. 9, p. 858-
864, 2016.

CAMILLERI, J. Mineral trioxide aggregate: present and future developments.
Endodontic Topics, v. 32, n. 1, p. 31-46, 2015.

DARVELL, B. W.; WU, R. C. T. “MTA"—an hydraulic silicate cement: review update
and setting reaction. Dental Materials, v. 27, n. 5, p. 407-422, 2011.

DE OLIVEIRA MENDES, S. T. et al. In vitro evaluation of the cytotoxicity of two root
canal sealers on macrophage activity. Journal of Endodontics, v. 29, n. 2, p. 95-99,
2003.

ESCOBAR-GARCIA, D. M. et al. Cytotoxicity and initial biocompatibility of endodontic
biomaterials (MTA and Biodentine™) used as root-end filling materials. BioMed
research international, v. 2016, 2016.

GEISSMANN, F. et al. Development of monocytes, macrophages, and dendritic cells.
Science, v. 327, n. 5966, p. 656-661, 2010.

GIAIMIS, J. et al. A new and simple method for studying the binding and ingestion
steps in the phagocytosis of yeasts. Journal of immunological methods, v. 154, n.
2, p. 185-193, 1992.

HAN, L.; OKUJI, T. Bioactivity evaluation of three calcium silicate-based endodontic
materials. International endodontic journal, v. 46, n. 9, p. 808-814, 2013.



46

HENRIQUES, LC. F. et al. Cytokine analysis in lesions refractory to endodontic
treatment. Journal of endodontics, v. 37, n. 12, p. 1659-1662, 2011.

KAWASHIMA, N. et al. Kinetics of macrophages and lymphoid cells during the
development of experimentally induced periapical lesions in rat molars: a quantitative
immunohistochemical study. Journal of endodontics, v. 22, n. 6, p. 311-316, 1996.

LEE, SJ.; MONSEF, M.; TORABINEJAD, M. Sealing ability of a mineral trioxide
aggregate for repair of lateral root perforations. Journal of endodontics, v. 19, n. 11,
p. 541-544, 1993.

MA, J. et al. Biocompatibility of two novel root repair materials. Journal of
Endodontics, v. 37, n. 6, p. 793-798, 2011.

MANTOVANI, A. et al. Macrophage polarization: tumor-associated macrophages as a
paradigm for polarized M2 mononuclear phagocytes. Trends in immunology, v. 23,
n. 11, p. 549-555, 2002.

METZGER, Z. Macrophages in periapical lesions. Dental Traumatology, v. 16, n. 1,
p. 1-8, 2000.

MILLS, C. D. et al. M-1/M-2 macrophages and the Th1/Th2 paradigm. The Journal of
immunology, v. 164, n. 12, p. 6166-6173, 2000.

MOSSER, D. M. The many faces of macrophage activation. Journal of leukocyte
biology, v. 73, n. 2, p. 209-212, 2003.

NOWICKA, A. et al. Response of human dental pulp capped with biodentine and
mineral trioxide aggregate. Journal of endodontics, v. 39, n. 6, p. 743-747, 2013.

OBEID, E. et al. The role of tumor-associated macrophages in breast cancer
progression. International journal of oncology, v. 43, n. 1, p. 5-12, 2013.

ORECCHIONI, M. et al. Macrophage polarization: different gene signatures in M1
(LPS+) versus classically and M2 (LPS-) versus alternatively activated macrophages.
Frontiers in immunology, v. 10, p. 1084, 2019.

PRATI, C.; GANDOLFI, MG.. Calcium silicate bioactive cements: biological
perspectives and clinical applications. Dental materials, v. 31, n. 4, p. 351-370, 2015.

REZENDE, T. M. B. et al. Effect of mineral trioxide aggregate on cytokine production
by peritoneal macrophages. International endodontic journal, v. 38, n. 12, p. 896-
903, 2005.

REZENDE, T. M. B. et al. The effect of mineral trioxide aggregate on phagocytic activity
and production of reactive oxygen, nitrogen species and arginase activity by M1 and
M2 macrophages. International endodontic journal, v. 40, n. 8, p. 603-611, 2007.



47

SOLINAS, G. et al. Tumor-associated macrophages (TAM) as major players of the
cancer-related inflammation. Journal of leukocyte biology, v. 86, n. 5, p. 1065-1073,
2009.

TABASSUM, S.; KHAN, F. R. Failure of endodontic treatment: The usual suspects.
European journal of dentistry, v. 10, n. 01, p. 144-147, 2016.

TORABINEJAD, M.; WATSON, T. F.; FORD, TR. P. Sealing ability of a mineral trioxide
aggregate when used as a root end filling material. Journal of endodontics, v. 19, n.
12, p. 591-595, 1993.

TORABINEJAD, M.; CHIVIAN, N. Clinical applications of mineral trioxide aggregate.
Journal of endodontics, v. 25, n. 3, p. 197-205, 1999.

TRUSH, M. A,; WILSON, M. E.; VAN DYKE, K. [39] The generation of
chemiluminescence (CL) by phagocytic cells. In: Methods in enzymology. Academic
Press, 1978. p. 462-494.

VALLES, M. et al. Influence of light and oxygen on the color stability of five calcium
silicate—based materials. Journal of endodontics, v. 39, n. 4, p. 525-528, 2013.



48



49



50



