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REsumMO

Os cimentos obturadores endodonticos, podem eatrarcontato com os tecidos
perirradiculares no momento da obturagdo, mesmodguado sao grosseiramente forcados
através dos varios portais de saida do Sistemaa@i€ Radiculares (SCR). Por isso,
questdo da biocompatibilidade reveste-se da maipoitancia. Os macrofagos atuam como
importantes células acessorias e efetoras nasstaspmnunes. Recentemente, a literatura
demonstrou que os macréfagos podem ser divididosdeis tipos: M1 (ativados pela
producdo de IL-12) e M2 (ativados alternativamerdeauséncia de IL-12), de acordo com
sua habilidade em produzir diferentes tipos deasisg. Neste estudo analisamos o efeito de
dois cimentos obturadores endodonticos (PCS EWTERn@ofill®) sobre a atividade de
macroéfagos inflamatorios M1 (provenientes de camngds C57BL/6) e M2 (provenientes

de camundongos C57BL/6 IL-12/23pétQ, onde avaliamos a viabilidade, a aderéncia ao
vidro, a fagocitose d&accharomyces boulardia producdo de Radicais Intermediarios de
Oxigénio (ROIs), estimulada e ndo com zymosan, cambém a producdo de Oxido Nitrico
(NO) e das citocinas TNF, IL-12 e IL-10 estimulaglado confFusobacterium nucleatum e
Peptostreptococcus anaerobjusg presenca e auséncia de NeM viabilidade celular nao
foi alterada na presenca de ambos cimentos obt@ésdentretanto a aderéncia ao vidro e a
fagocitose foram prejudicadas. Os cimentos testaderferiram na producédo de ROIs pelos
macréfagos M1, ndo afetando a producdo destes aradipelos macrofagos M2.
Contrariamente, a producdo de NO por macréfagosnid foi alterada na presenca dos
cimentos enquanto os mesmos inibiram a producadQipelos macréfagos M2 estimulados
com F. nucleatum.Nenhum dos cimentos obturadores endodonticos feniercom a
producdo de IL-12p70 pelos macréfagos M1. A produdé TNFe, estimulada pofF.
nucleatum por macrofagos M1, foi prejudicada na presenc®@& EWT®. Entretanto, a
pré-incubacgdo tanto com PCS EWT® quanto com En@oifiiterferiu negativamente com a
producdo desta citocina pelos macrofagos M1 quasdoulturas foram estimuladas cé&mn
anaerobiusna presenca de IF-A producdo de TNF estimulada conk. nucleatumna
presenca de IFN; por macréfagos M2, foi prejudicada na presencardbos os cimentos.
Por outro lado, a producdo desta citocina por nfiagos M2 foi prejudicada somente pelo
Endofill® quando as culturas foram estimuladas ¢hranaerobiusa presenca de IFN-A

producao de IL-10 por macrofagos M1 néo foi altarad presenca de ambos os cimentos.



PCS EWT® inibiu a producdo de IL-10 pelos macréfaf? somente quando as culturas
foram estimuladas conf. anaerobius Podemos concluir que os cimentos obturadores

testados podem inibir a atividade de macrofagos.

Palavras chaves: cimentos endoddénticos, sistenoidgico, macréfagos M1 e M2



ABSTRACT

Root canal sealers are brought into contact withapeal tissues when finishing
endodontic therapy, even when they are not severdiyided through root canal orifices.
Therefore, their biological properties are congdeto be important. Macrophages have a
central role in both innate immunity and adoptigsponses. Recent studies have revealed that
there are two types of macrophages: M1 (activatgdlLbl?2) and M2 (activated in the
absence of IL-12) based on their ability to prodddéerent responses. This study aimed at
analyzing the effect of two endodontic sealers (BBYST® and Endofill®) on the activity of
M1 (obtained from C57BL/6 mice) and M2 (obtainednfr IL-12/23 p40 deficient C57BL/6
mice) inflammatory macrophages. Cellular viabilitgllular adherence, phagocytosis Sf
boulardii, production of reactive oxygen intermediates (RQigric oxide (NO), TNF, IL-12
and IL-10 were assessed. Production of ROIs wasukdted by zymosan. Production of
cytokines was stimulated withusobacterium nucleatuneptostreptococcus anaerobiaisd
IFN-y. Cellular viability was not affected in the presenof either endodontic sealers
however, the adherence and the phagocytic actwése impaired. Both sealers inhibited
ROIs production only by M1 macrophages. On the rotim@nd, NO production by M1
macrophages was not affected by the sealers, wialsame sealers impaired NO production
by M2 macrophages when stimulated with nucleatum.None of the sealers affected IL-
12p70 production by M1 macrophages. TWFproduction by M1 macrophages, when
stimulated withF. nucleatum was impaired in the presence of PCS EWT®. Howether
pre-incubation with PCS EWT® or Endofill® affectdte production of this cytokine by M1
macrophages when the cultures were stimulated Rvilnaerobiusn the presence of IFM-
TNF-a production by M2 macrophages, when stimulated Wwitinucleatumand IFNy, was
impaired by both endodontic sealers. On the otla@dhthe production of this cytokine by
M2 macrophages was inhibited only by Endofill® witae cultures were stimulated wikh
anaerobiusand IFNy. IL-10 production by M1 macrophages was not aéeédby either root
canal sealer. PCS EWT® inhibited IL-10 production M2 macrophages only when the
cultures were stimulated witR. anaerobiusWe can conclude that both endodontic sealers

may impair macrophage activities.
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1 INTRODUCAO

As causas mais frequientes que nos levam a reaizigératamento endoddontico
radical sdo as alteracOes irreverssiveis da potpaocconseqiencia da carie dentaria
(Stashenket al, 1998).

O tratamento endodontico consiste em limpar, foamatobturar o SCR. A obturagao
consiste no estagio final do tratamento endodérgio® tem como finalidade vedar, o mais
hermeticamente possivel, 0 SCR com agentes setadde irritantes e biocompativeis
(Schilder, 1967; Schilder, 1974).

Os cones de guta-percha associados a cimentosagbtes sdo 0s materiais mais
freqientemente utilizados para este fim (Waltoro&nson, 1998; Johnson & Gutman, 2007).
Os cimentos endododnticos ganham acesso as ram#igado SCR podendo causar
inflamacéo diretamente nos tecidos periapi¢Bismbana, 1980; Geurstsen & Leyhausen,
1997; Aesaert, 2000). Mesmo em situacdes nas quais 0s cimentos naoreésegamente
forcados através do forame, inflamacdo € observedamaioria dos casos, pelo menos
histologicamente (Pulgat al, 2002; Bernath & Szabo, 2003). Nao ha consendibenatura
se o efeito destes cimentos sobre os tecidos audidtiares pode ou nao interferir com o
sucesso do tratamento.

Os cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol \Z@d&amplamente utilizados na
clinica endoddntica e apresentam vantagens soloetas sendo que a principal delas € sua
longa historia de utilizacdo com éxito. Os cimente Rickert e Grossman sdo 0s cimentos
obturadores padréo, a base de ZOE, com os quas tzdoutros sdo comparad@galton &
Johnson, 1998; Estrela, 2004).

Os tecidos periradiculares possuem células imunpetntes, dentre elas, os
macrofagos. Os macrofagos desempenham o papelpatina patogénese da inflamacao
(Van Furth,et al, 1972; Unanue, 197&pnstituindo uma das primeiras células que entram
em contato com particulas estranhas presentegcidsg e, para muitos autores, estas séo as
células predominantes (Stehal, 1981; Kawashimat al, 1996).

Recentemente, foi demonstrado que existem tiplesedtes de macrofagos
denominados M1 e M2 que respondem diferentemepgdedes de ativacdo como também
expressam programas metabdlicos distintos (Méisal, 2000; Mantovaniet al, 2002;
Bastoset al, 2002; Mosser, 2003).
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Levando em consideragdo todos estes fatores, t@enotelevante avaliar a
interferéncia de alguns cimentos obturadores end@md®@ mais comumente utilizados na
clinica endodobntica sobre a atividade de macrofajds e M2 murinos elicitados
peritonealmente em camundongos C57BL/6 (M1l) e C3GBILL-12/23p406/- (M2),
analisando a viabilidade, a aderéncia, o processiagbcitose celular, a producdo de éxido
nitrico (NO), de radicais intermediarios de oxi@é(lROIs), como também a producdo das

citocinas TNFe, IL-12 e IL-10.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistema de Canais Radiculares (SCR)

O sistema dos canais radiculares (SCR) é complexsele conhecimento €
extremamente importante, pois dita 0os parametrfo®sauais o tratamento endodoéntico sera
realizado, afetando as possibilidades de sucesso.

Muitos pesquisadores, ao longo dos anos, se prammpem desenvolver e propor
novas técnicas de estudo a fim de promover um medhtendimento deste sistema tao
complexo (Preiwerk, 1901; Barret, 1925; Pucci egR&b45; De Deus, 1960; Barker al,
1969; Robertsoet al, 1980; Pécorat al,1986; Fidel, 1988). Nos ultimos anos, a tomografi
computadorizada tem sido utilizada por varios pessagiores (Bjorndagt al, 1999; Peterst
al., 2000; Nanceet al, 2000; Zoremchhingiet al, 2005), pois este método oferece
informacdo completa e acurada sobre o numero efegacacdo dos canais.

A anatomia de cada dente apresenta caracteristicasns como também variacées
anatdémicas muito complexas como ramificacdes dastadistirbios de desenvolvimento,
canais em forma de C, baioneta, curvaturas graduiisgraduais, calcificacoes, reabsorcoes,
canais achatados, afilados, dilacerados, etc. @ligit al, 2004; Estrela, 2004). O SCR
apresenta ramificagfes que culminam em varios ipaiita saida onde o tecido pulpar entra
em contato com os tecidos periodontais adjacentes.

Na clinica endodéntica, torna-se importante o coiniiento da posi¢cao anatémica do
forame apical e das ramificacOes apicais propuaa#tas, canais acessorios e secundarios)
situados no interior dos 3-4 mm do apice radicubagundo De Deus (1992), nesta regidao
encontra-se a maior incidéncia de ramificacdes @BR,Sjue mantém intima relacdo com os
tecidos e elementos periapicais sendo denominad&Zdea Critica Apical”. E, pois,
constituida pelos milimetros finais do canal, osgedeve controlar toda a interacdo do
tratamento e da obturagc&o do canal radicular ndirséte apical e onde ocorre a maioria dos
problemas clinicos durante o tratamento endodanaca prevenir tal fato, o “terminus” do
canal deve ser acuradamente estabelecido e, @mleodtr comprimento de trabalho deve ser
mantido durante todo o tratamento endodéntico (Nigket al, 2006).

Enclausurada por este complexo sistema de tecideralizado, encontramos a polpa
gue é um tecido conjuntivo similar a outros tecidosjuntivos encontrados no corpo. A

polpa, contudo, encontra-se “protegida” dos estsulocivos por esta barreira fisica rigida.
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Se a integridade desta barreira for rompida, elémsamocivos, de origem externa, tem acesso
a este tecido (Jontedl al, 1998).

2.2 Tratamento endodoéntico radical

A maioria das infeccbes pulpares ocorre como saqdel carie, trauma e como
resultado de microinfiltracbes decorrentes de veatdes defeituosas. As infec¢des pulpares
se abandonadas ao seu préprio curso, progridemapaegrose total do tecido levando ao
desenvolvimento de uma lesdo periapical caracti&izaela destruicdo do tecido Osseo
circunvizinho (Stashenket al, 1998). Tanto a polpa quanto os tecidos peritdalies,
reagem a infeccdo bacteriana ou a outros estimattasés de processos inflamatorios e
reacOes imunoldgicas locais (Jontdlhl, 1998).

Clinicamente o tratamento endodontico radical &iasia limpeza mecéanico-quimica
e formatacéo do SCR, a fim de se obter uma obtortagénética e tridimensional (Brkaret
al., 2005). A limpeza refere-se a remocao mecanidotiga de todo conteudo do SCR antes e
durante a formatacdo. A formatacdo refere-se a formaa especifica que atende a 5
objetivos, a saber: desenvolver uma forma coniogrpssiva no preparo do SCR; fazer com
que o SCR fique mais estreito apicalmente, com méidonetro seccional no seu término;
obter o preparo cbnico em multiplos planos; maotdéorame apical tdo pequeno quanto
pratico e nunca transportar o forame (Schilder/12674). Para que o sucesso do tratamento
endodéntico seja alcancado, a relagéo tridimenkdmaanal original deve ser mantida até o
final do preparo, enquanto sdo satisfeitos os rageatos de desbridamento 6timo e
facilidade de obturacao.

A obturacé&o constitui 0 coroamento do tratamentiéantico, no qual todo o espaco
anteriormente ocupado pela polpa deve ser seladilménsionalmente e idealmente por
materiais inertes, dimensionalmente estaveis ediamente compativeis (Schilder, 1967;
1974). A obturacdo tem como objetivo vedar tridisienalmente o SCR o que impede a
percolacao de fluidos dos tecidos periradiculages geu interior e sua contaminagcao pelos
microrganismos presentes na cavidade oral. Assimpede também quegualquer
microrganismo que porventura ndo tenha sido renoodigtante os procedimentos de limpeza
e formatacéao recolonize o SCR, como também criammente biologico favoravel para que

se processe a cicatrizacdo dos tecidos periradesui@Nguyen, 1994; Stoct al, 1996;
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Gutman & Witherspoon, 1998D sucesso da obturacdo do SCR depende da excetincia
configuracdo da cavidade endododntica, ou seja,udelisipeza e modelagem (Johnson &
Gutman, 2007).

Uma grande variedade de materiais obturadores eadosproposta através dos anos.
Utilizaram-se desde 0 gesso paris, asbesto e batéha,chumbo em folha e metais preciosos
como ouro e iridio-platina. Muitos materiais jador condenados pelos profissionais, por nédo
serem praticos, racionais ou biologicamente acagaiDe Deus, 1992). O emprego da guta-
percha associada a um cimento endodontico repeesmrisenso mundial quanto aos
materiais indicados para se obturar o SCR (De DE®@2; Estrela, 2004A guta-percha,
introduzida por Bowman em 1867, é o material maiplamente aceito e utilizado por ser
menos toxico, menos alergénico e menos irritanteas Sprincipais aplicacdes clinicas
decorrem de suas propriedades isolantes, imperfizeabés e termoplasticas. Hma
substancia semelhante a borracha e origina-saalodé arvores da Malasia, Brasil e México
(De Deus, 1992)Apesar de suas caracteristicas favoraveis, naagéto do SCR, a guta-
percha deve estar associada a cimentos obturaflaredahl, 1992. Na tentativa de se
conseguir a obturacdo do SCR a mais hermética vebssinuitas vezes, ocorre o0
extravazamento de guta-percha e, muito mais fregirmte, do cimento obturador para os

tecidos periradiculares (Aesaert, 2000).

2.3 Cimentos obturadores endodobnticos

O cimento obturador endoddéntico € necessario peElea pequenos espagos entre a
guta-percha e as paredes dos canais, atuando taedrém lubrificante e auxiliando na
adaptacao destes cones (Walton & Johnson, 1998sdol& Gutman, 2007). Neste sentido,
reduz a microinfiltragdo marginal e, devido a setpamento, o cimento avanga pelas regides
de istmos, canais secundarios e acessorios, pedettambém, em extensdes variaveis, nos
tubulos dentinarios (Huareg al, 2002; Perasst al, 2004).

Os cimentos endodénticos, mesmo quando ndo sasegarsente forgcados atraves
dos varios portais de saida do SCR, entram emtoocwan os tecidos periapicais (Pulggr
al., 2002; Bernath & Szabo, 2003).

Grossman (1988) resumiu as propriedades de um twnideal em: exibir aderéncia

guando manipulado, a fim de promover boa adesieidatre ele e as paredes do canal apos a
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presa; promover selamento hermético; ser radioppam que possa ser visualizado na
radiografia; as particulas do p6é devem ser finasa gue se misturem facilmente com o
liquido; ndo deve sofrer contracdo ap0s seu entheato; ndo deve manchar a estrutura
dentinaria; deve ser bacteriostatico ou, pelo meatesencorajar o crescimento bacteriano;
deve tomar presa lentamente; ser insolavel frevgelaidos teciduais; ser bem tolerado pelos
tecidos, isto é, ndo ser irritante para os teci@sradiculares; ser solGvel aos solventes
comuns, caso seja necessaria a remocao da obtuagimal. Na tentativa de se obter um
cimento obturador ideal os pesquisadores tém-smcaesfo e inUmeros estudos tem sido
realizados ao longo dos anos.

De acordo com Estrela (2004) e Johnson & Gutma@7(R@Iguns dos cimentos mais
comuns sdo: o cimento de Rickert, Procosol, U/Ps8man, cimento de Watch, Tubliseal,
Endomethasone, N2, o cimento de Grossman, Endéifitanal, N-Rickert, Sealapex, Sealer
26, Apexit, AH 26, Diaket, Top Seal, AH Plus e Kekndo.

Os cimentos endodénticos a base de 6xido de ziecgenol (ZOE) tém um histoérico
de uso bem sucedido, ao longo dos anos. A formuldeétes cimentos é composta por ZOE
associado a varios aditivos para torna-los radimpaantibacterianos e adesivos (Mickel
al., 2003; Salehet al, 2004). Sao reabsorvidos se houver extrusdo pardecidos
periradiculares (Augsburger & Peters, 1990); exilaividade antimicrobiana (Barckhordar,
1989; al Kathibet al, 1990; Mickelet al, 2003). Estes cimentos apresentam um tempo de
presa longo (Allaret al, 2001), sofrem contracdo ao tomar presa e s@vesslaos fluidos
teciduais (Peters, 1986; Kazeeti al, 1993). Podem ainda manchar a estrutura derdinari
(van der Burget & Plasschaert, 1985; Daatigal, 2002).

Os cimentos de Rickert e Grossman sdo os cimebtasaglores padrdao com os quais
todos os outros sdo comparados, por terem soldevaw teste de tempo e utilizacdo. A
maioria dos cimentos obturadores disponiveis ézadibs atualmente sdo variacbes destas
formas originais (Walton & Johnson, 1998; Estr2(204).

2.3.1 Cimento de Rickert

O cimento de Rickert ou “Kerr Pulp Canal Sealei”ifdroduzido na Endodontia em
1927, tendo sua formulacédo publicada em 1931. ¢istento vem sendo muito utilizado até

os dias atuais e seu uso se consagrou devido &s poariedades antimicrobianas,
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lubrificantes, adesivas, de estabilidade dimensionampo de presa, solubilidade,
desintegracéo, fluidez e radiopacidade (Rickert &oD 1981; Orstavik, 1983; Nguyen,
1994; Pommett al, 2003). Alguns pesquisadores mencionam aindaeqteecimento toma
presa completamente entre 15 a 30 minutos, reduziedmaneira significativa as respostas
inflamatorias observadas quando da utilizacdo ehermios que levam de 24 a 36 horas para
endurecer. Devido ao seu teor de prata, o cimentickert pode causar alteracdo de cor do
dente e deve ser removido meticulosamente da eodaacamara pulpar (Grieve & Parkholm,
1973; McComb & Smith, 1976Jguyen, 1994; Estrela, 2004ste cimento também pode ser
encontrado como Pulp Canal Sealer EWT (extende& wme), possuindo maior tempo de

presa.

2.3.2 Cimento de Grossman

O cimento de Grossman surgiu em 1936, com o prigpdsi fornecer uma pasta que
permitisse maior tempo de presa. Com o desenvohtongas pesquisas, Grossman (1958,
1962 e 1988) modificou e melhorou sua formula. Esteento é, ainda hoje, muito utilizado e
produzido por diversas empresas, com 0s mais dissenomes comerciais. Dentre eles,
encontramos o0 ProcoSol na América do Norte e, rasiBrencontramos, com pequenas
modificagdes da formula original, o Endofill, Groaral, Pulpfill Grossman da FROP-USP,
Grossman da Inodon, Grosscanal (De Deus, 1992I&s®004). E largamente utilizado na
obturagdo do SCR e satisfaz a maioria dos regsidiboproprio Grossman para um cimento
ideal: sua acao irritante € minima; apresenta @wadb grau de atividade antimicrobiana; um
bom potencial de selamento; pequena alteracao éntica durante a presa e capacidade de
ser absorvido (Kayaoglet al, 2005; Savioliet al, 2006). Grossman recomendava que seu
cimento deveria ser manipulado em uma consistéatc@ue, ao final, pudesse ser levantado
da placa de vidro, por meio de uma espatula, em distancia de uma polegada, sem se
romper (De Deus, 1992; Stoek al, 1996; Walton & Torabinejad, 1997), ndo deveneo s
usadas mais do que trés gotas de liquido de cada ve
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2.4 Efeitos inflamatérios e citotéxicos de cimentos aase de 6xido de zinco e eugenol
(ZOE)

E amplamente aceito que os cimentos obturadoresdénticos entram em contato
com os tecidos periradiculares atraves dos vanasip de saida do SCR e séo irritantes e/ou
citotoxicos para estes tecidos. Se os cimentosf@@ados através do forame apical e,
consequentemente para o interior dos tecidos, pooetecer uma reacao de corpo estranho,
caracterizada pelo infiltrado de leucdcitos, compresenca de macréfagos, células gigantes
multinucleadas e outras células da inflamacdo cadriiesmo na situacdo onde o material
obturador endodéntico ndo é forcado através damferaa inflamacdo € observada, pelo
menos histologicamente (Langelaet al, 1985; Pascort al, 1991; Bernath & Szabo,
2003).

A presenca do eugenol vem sendo relacionada a umiar mitotocixidade dos
cimentos. Crane et al. (1980) demonstraram, em uwmdelo animal, que um cimento
obturador endodontico “experimental” sem eugenoésgntou alta biocompatibilidade apés
96 horas como também apds 6 meses de manipulagéoda comparado a outros dois
contendo eugenol (Pulp Canal Sealer e Tubliseal).

Por outro lado, Syrjanen et al. (1985) relataram g@io fica claro se a citotoxicidade
observada se deve apenas ao eugenol, uma vez quensiearam o0 mesmo nivel de
toxicidade tanto para o pé quanto para o eugersseptes no cimento a base de ZOE,
Procosol.

Markovitz et al (1992), relataram que, até entdo, ndo se sabewsgenol contido nos
varios cimentos obturadores endodonticos contrgara o processo de cura dos tecidos
perirradiculares ou se atrasa este processo, pendova destruicdo tecidual e a manutencéo
da reacgédo inflamatoria.

Na literatura, contudo, existem véarios relatos dgbalhos realizadosn vitro
demonstrando a citotoxicidade dos cimentos a bas#OE (Safavet al,1989; Spangberg &
Langeland, 1973; Hume, 1984; Feiglin, 1987; Bris&nWillershausen,1990; Makesi al,
1991; Arakiet al, 1993; Barbosat al, 1993; Holland, 1994, Makest al 1996; Bratekt al,
1998; Azaret al, 2000; Sadegheiet al, 2001; Al-Awadhiet al, 2004; Perasst al, 2004;
Huanget al, 2002; de Oliveira Mende=t al, 2003; Bouillaguett al, 2004; Huanget al,
2005; Melegaret al, 2006) @n vivo (Erausquin & Muruzabal, 1967; Orstavik & Mj6r,1988;
Yesilsoyet al,1988; Stewart & Watson, 1990; Pasairal, 1991; Orstavik & Mj6r, 1992;
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Pertotet al, 1992; Mittalet al., 1995; Bilgineret al, 1997; Kolokouriset al, 1998; Bernath

& Szabo, 2003; Kaplaet al, 2003; Kimet al, 2004; Melegaret al, 2006). Por outro lado,
Pertotet al. (1992), avaliando a biocompatibilidade de dommesitos recém manipulados a
base de ZOE (Sealite e Pulp Canal Sealer) apésimagido em osso mandibular de coelhos,
observaram que ambos o0s cimentos apresentaram iboamipatibilidade e a reacao
inflamatdria causada por eles, decresceu com oademp

Gerosaet al(1995), utilizando fibroblastos gengivais humapos periodos de até 2
semanas, demonstraram que o Pulp Canal Sealertinico cimento considerado de baixa
toxicidade durante os periodos de avaliagcdo, queanparado aos demais: AH26, Rocanal-
R2, Rocanal-R3, Bioseal e Endomethasone.

Dentes humanos portadores ou nédo de lesédo petiapiaado sobre-obturados, na
presenca dos cimentos ProcoSol e Roth Elite 80hodstraram cicatrizacdo dos tecidos
periapicais e reabsor¢cdo do material obturadoaeasado, ao final de um periodo médio de
nove anos de observacéo (Ausburger & Peters, 1990).

Outro fator importante seria a analise da citotdeide destes cimentos em presenca
de infeccdo residual. Orstavik & Mjor (1992) dentosmsam, em tecidos periapicais de
macacos, que as células mais freqlientemente eadastnos tecidos adjacentes ao canal
radicular que fora obturado com cimento endodérdidiase de ZOE, foram os macrofagos.
Estes autores e outros pesquisadores sugerirana quegsisténcia da inflamacéo, apds 6
meses do término do tratamento, ndo deve ser igu@tdoxicidade do cimento, mas sim, a
presenca de infeccdo remanescente €Lial., 1992).

Nos testes de biocompatibilidade dos diferentesemagt obturadores endodontico,
pouca atencéo tem sido dada aos efeitos adversamesmos sobre o sistema imune (Bratel
et al, 1998).

Makesiet al. (1996) estudaram, “in vitro”, o processo de efagpoénto de cimentos
obturadores endodo6nticos por macréfagos peritordmigatos, e demonstraram que houve
uma correlacdo inversa entre a toxicidade e adaxagocitose de macréfagos expostos aos
diferentes materiais obturadores endodonticos.

Em um estudoin vitro, células imunocompetentes foram expostas a egtrdéo
cimentos endodonticos (AH-26, cimento de GrossrRadpmethasone e Apexit). O cimento
de Grossman reduziu significativamente a proliféoacgle linfocitos T de camundongos,
chegando a causar a inibicdo total da proliferaiggias células quando recém manipulado
(Bratelet al, 1998).
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Por sua vez, de Oliveira Mendes$ al (2003) avaliaram “in vitro”, o efeito dos
cimentos Pulp Canal Sealer EWT e Endofill, recémimdados e ap0s a presa, sobre a
atividade de macréfagos de camundongos BALB/c. Destnaram que estes cimentos
inibiram de forma semelhante a aderéncia de magwéfa fagocitose e a producdo de oxido
nitrico. Por outro lado, a producdo de IL-12 e asao as leveduras ndo foram afetadas.
Concluiram que ambos 0s cimentos nao inibiram uesposta pro-inflamatéria de
macrofagos, mas, inibiram respostas efetoras.

Perassiet al. (2004) avaliaram a producdo de TNF, por macr&ggeritoneais de
camundongos, na presenca de dois cimentos obtesadendoddnticos, Sealapex e
Endomethasone. As culturas contendo Sealapex praduguantidades menores de TNF que
aguelas em contato com o Endomethasone.

Sabendo-se que a IL-6 e IL-8 desempenham papekiame na patogénese da
inflamacgé&o, Huangt al (2005) investigaram os efeitos de um cimentosg lole ZOE (N2) e
de outro a base de resina (AHPIlus) sobre a exmgreds@mRNA destas citocinas em
osteoblastos humanos (células U20S). Observaraxprassédo génica de mRNA de IL-6 e
IL-8, sugerindo ser este um mecanismo utilizadoogpealois cimentos na inducdo da

inflamacéo periapical.

2.5Efeito de outros materiais utilizados em Endodontiaobre a atividade de macréfagos

Vérios materiais utilizados em Endodontia diminoira capacidade de aderéncia de
macrofagosin vitro, dentre eles: EDTA (acido etileno diaminoraettico) (Segurat al,
1996); hidroxido de calcio (Segueaal., 1997); hipoclorito de sodio a 5,25% e glutaralde
a 1% (Jiménez-Rubiet al, 1997); paramonoclorofenol e paramonocloroferaifarado
(Lhamaset al, 1997); perborato de sédio (Jiménez-Rubio & Sagli®98); eugenol (Segura
& Jiménez-Rubio, 1998) e Tifell (formocresol-euggri8eguraet al, 1998).

A viabilidade de macrofagos peritoneais de camugdsnincubados na presenca de
Oleo de laranja, eucaliptol e cloroformio, foi asdh sendo que o 6leo de laranja foi 0 menos
citotoxico deles (Scelzet al 2006).

Recentemente, Rezenad al (2005, 2007) estudaram o efeito de duas marcas

comerciais de MTA sobre a atividade de macréfagoggneais de camundongos M1 e M2,
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dentre elas a viabilidade, aderéncia, fagocitosEjygdo de NO e ROIs como também sobre
a producgéo das citocinas TNF, IL-12 e IL-10. Este®res demonstraram que o MTA nao

afetou nenhuma das atividades destas células.

Sistema imune inato

A primeira linha de defesa do organismo contra onganismos sdo as barreiras
fisicas e quimicas tais como o epitélio e as sob&& antibacterianas nas superficies
epiteliais; células fagocitarias (neutrofilos, midagos); células NKn@atural killers); células
dendriticas; proteinas do sangue, incluindo fracessistema complemento e outros
mediadores da inflamacéo e proteinas denominatiesnes que regulam e coordenam varias
atividades das células da imunidade inata (Abbadsc&man, 2005). O epitélio proporciona
uma barreira fisica a entrada de microrganismosodambém produz uma grande variedade
de fatores antimicrobianos. Microrganismos que eguem romper a barreira epitelial se
deparam com macréfagos e outras células que egpressceptores de superficie que
reconhecem um vasto nuimero de microrganismos. HEstasm¢bes podem estimular a
fagocitose de patdgenos e a ativacdo de macréfagimsinando com a destruicdo do agente
infeccioso e com a indugdo de resposta inflamatprearecruta outros tipos celulares para o
local, incluindo os neutrofilos.

O sistema inato atua também através da producaeitdeinas, as quais Sao
importantes reguladoras da qualidade das respastasologicas, contribuindo, desta
maneira, no combate ao patdgeno (Paul, 2003). #sitas envolvidas no progresso da
inflamacg&o sdo denominadas de citocinas pro-infiénae incluindo IL-1, TNF, IFN¢e IL-

6, e aquelas que possuem efeito antagbnico sdo ntemt@ denominadas citocinas
antinflamatorias, dentre elas, a IL-4, IL-10, IL;1BN-0 e TGF8 (Yoshimuraet al. 2003).

Em poucas horas muitos microrganismos séo idesdifis e destruidos pelas células
da imunidade inata, principalmente pelos macrofagélsilas dendriticas e células NK (Paul,
2003).
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2.6 Macréfagos

O sistema de fagécitos mononucleares tem sidoidefcomo uma familia de células
gue tem uma linhagem comum, que se originam da lae&sea, circula no sangue como
monaocitos e quando estabelecidos nos tecidos, esfatas amadurecem e se tornam
macrofagos. O fenotipo destes macréfagos dependeamliente do ambiente em que se
encontram (Fujiwara & Kobayashi, 2005).

Na auséncia de inflamagédo, o papel principal dosrdfi@gos é o de remover células
mortas e danificadas. No figado, onde sdo denominde células de Kupffer, removem
eritrécitos senescentes, produtos de degradacdibrde, imunocomplexos como também
bactérias. Como macrofagos alveolares eles ingerssmovem particulas inaladas pequenas
o suficiente para atingirem as vias aéreas termif@Enewayet al, 2002). Na presenca de
inflamacé&o, o nivel de migracdo de mondcitos pasiio de infeccdo aumenta drasticamente,
e 0 numero de macrofagos comeca a aumentar emspboices, podendo permanecer elevado
até a resolucéo da inflamacéao.

Durante o processo inflamatério, os macrofagos cexertrés fungbes principais:
fagocitose, apresentacdo de antigenos e imunongddulatravés da producdo de varias
citocinas e fatores de crescimento. Os macrofagfiamatorios diferem dos macréfagos
residentes especialmente pelo aumento da capadalgoidtica e pela habilidade aumentada
de gerar metabdlitos toxicos de oxigénio e nitragéRujiwara & Kobayashi, 2005). As
citocinas e produtos microbianos afetam diferenteena funcdo destas células ativando ou
desativando-as (Mantovagi al, 2004).

Classicamente, os macrofagos sao ativados em taspo<itocina IFNy, em
combinacdo com o TNF ou com um indutor desta citociPor sua vez, parece que a
producdo de TNF pelo proprio macrofago é considemradis relevante fisiologicamente,
quando ocorre a ligacéo de receptores do tipo *Eolrodutos microbianos como o LPS
(Hamilton, 2002). Assim, a ativacao classica dosrdfagos seria desenvolvida em resposta a
IFN-y juntamente com produtos microbianos como o LPSs@dn 2003). A ativacao destas
células é caracterizada pela alta capacidade deseapar antigenos as células T; alta
producao de IL-12 e IL-23 (Verreak al, 2004) e, consequentemente, ativacdo de respostas
do tipo Th1l; alta producédo de radicais intermedgde nitrogénio (NO) e oxigénio (ROIs)
no intuito de eliminar microrganismos. Estas c&ui@m sido denominadas de macrofagos
M1 provenientes de linhagens de camundongos ThZBO®b e B10/A), a exemplo da
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nomenclatura dos linfécitos Thl (Millget al, 2000; Mantovanet al, 2002; Basto®t al,
2002; Mosser, 2003)

Por outro lado, as citocinas IL-4 e IL-13 ndo imbsimplesmente a ativacdo de
macrofagos, mas induzem um programa distinto deagio, denominado de *“ativacéo
alternativa” (Steiret al, 1992; Gordon, 2003). Macréfagos expostos a e#iasinas falham
em produzir NO e sdo caracterizados pela alta gémlde IL-10 e TG e baixa producao
de citocinas pré-inflamatérias tais como IL-12, 1L.-TNF e IL-6. Estas células tem sido
denominadas de macréfagos M2, provenientes degiamsade camundongos Th2 (BALB/c e
DBA/2). Estes camundongos néo expressam o recdptdt-12 de alta afinidade (Jones,
1998), predominando assim, a resposta do tipo Metrofagos M2foram inicialmente
identificados durante o exame de células em quanadricdo de IL-12 foi abolida (Millst
al., 2000).

Os macrofagos M1 e M2 diferem entre si em relagdo raceptores, a sua funcéo
efetora e a producdo de citocinas. Nos macréfagés & metabolismo da arginina é
caracterizado por altos niveis de Oxido nitricotasia indutivel (iINOS) resultando na
producdo de NO e citrulina. O metabolismo da angiim macrofagos M2 leva a geragéo de
ornitina e ureia apresentando como produto finalageno e a proliferacdo celular (Bogdan,
1991; Mosseet al, 2003; Bronte & Zanovello, 2003). Os receptordig@ntes das citocinas
sao diferentemente modulados nos macréfagos padirsz O IFNy induz seletivamente IP-
10 (CXCL10) e MIG (CXCL9) os quais sao inibidos pé¢l-4 e IL-10 (Watanaket al,
2002). Por outro lado, IL-4 induz seletivamenteagmi-2 (CCL24), CCL-18 e MDC (CCL22)
nos macréfagos e estes efeitos sdo inibidos powylBbdnecchiet al, 1998).

De acordo com Bastost al(2002), Mosser (2003) e Mantovaet al. (2004), a
polarizacdo M1/M2 é diferenciada pelos niveis dartstos de IL-12/IL-10. Macrofagos M1
produzem tipicamente altas concentracdes de IL-G2ias de IL-10, enquanto macrofagos
M2 secretam altas concentracdes de IL-10 e baedk-d2 (Verrecket al, 2004; Edwards
et al, 2006).
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2.7Fagocitose

Classicamente, o reconhecimento da fagocitose se gltacas aos classicos
experimentos de Elie Metchnikov, em 1880. Seus skans estudos o levaram, mais tarde, a
propor o conceito da imunidade celular. Este fattidamente importante, tanto no campo
bioldgico quanto no clinico, tem estimulado pesagiisa area imunoldgica até os dias de hoje
(Ambrose, 2006).

Fagocitose é o processo pelo qual uma célula, ericyar, engolfa e digere
determinado material. A fagocitose € um processi@aado por varios tipos celulares que vai
desde células epiteliais a fibroblastos, e céluasiguineas circulantes do sistema
imunoldgico tais como os macréfagos, neutréfiloscédulas dendriticas, as quais sao
denominadas de fagocitos profissionais (Rabinoyitt®95). Este processo é utilizado
principalmente por macrofagos e neutrofilos pargeiim particulas estranhas incluindo
agentes infecciosos, células senescentes, agregadtmcos, corpos estranhos e debris
celulares (Allen & Aderem, 1996).

Sumariamente, a fagocitose pode ser mais bem cengida de acordo com suas 4
etapas principais. A ligacdo de particulas a receptcelulares constitui 0 primeiro passo
para a fagocitose. Os fagocitos reconhecem os grabdgor meio de receptores de superficie
gue podem discriminar entre moléculas de superéixpgessa tanto pelos patdégenos quanto
pelas células do hospedeiro (Greenberg & Silverst993). A multiplicidade de receptores
nos fagocitos e suas interagdes introduz um alt@l nle complexidade ao processo
fagocitico.  Varios receptores tem sido implicades processo de fagocitose de
microrganismos incluindo os receptores tipo “tol§ receptores acoplados a proteina G, os
receptores Fc e C3, os receptores de citocinagredentros. Este reconhecimento pode
ocorrer de maneira direta, através da interacdgedeptores que reconhecem atributos
bioquimicos expressos na superficie do alvo, cavésr de processos de opsonizacdo. A
opsonizacdo ocorre quando proteinas do hospedmiesentes no plasma ou nos fluidos
extracelulares, interagem com os patdégenos, céhpaptoticas ou debris celulares e séo
reconhecidos por receptores especificos dos fagdginderhill & Ozinsky, 2002).

Na segunda etapa da fagocitose interacOes recgfigaiates causam respostas
celulares especificas que iniciam a transducadrndgssnos fagocitos, importantes para que

ocorram mudancas na membrana e citoesqueleto resludaque vai levar ao engolfamento
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como também a outros aspectos da inflamacdo comseceecdo de enzimas, adeséo,
degranulacdo e ativacdo da explosdo respiratonspeta-se hoje que o calcio, as
fosfolipases, as kinases e as GTPases estdao dwr@@nenvolvidas nesta sinalizacao
(Desjardins, 2003).

A terceira etapa € 0 engolgamento propriamenteodioe requer um ou mais eventos
de fusdo de membrana na célula fagocitica parart@alvo do meio extracelular para os
dominios da vesicula intracelular, denominada fsgos. E amplamente aceito que a
membrana plasmatica, através de sua invaginacéao,péncipal fonte de membrana na
formacdo dos fagossomos, entretanto, uma séridskrn@coes indica fontes adicionais de
membrana necessarias para este processo (Werb & Co&n2; Vicker, 1977; Mulleet al,
1980).

Os fagocitos contém granulos chamados lisossomas¢cantém enzimas, proteinas e
peptideos que podem mediar uma resposta microhitidecelular. A seguir, o fagossoma
funde-se com um ou mais lisossomas para geraratigagsoma, onde o contetdo lisossomal
é liberado para destruir o patdogeno. Os macroéfagjeados convertem o oxigénio molecular
em ROIs e intermediarios reativos de nitrogéniingmpalmente o éxido nitrico (NO), os
quais séo altamente reativos na oxidacao de agguéedestroem 0s microrganismos. Estes
sdo considerados os mecanismos microbicidas masriamtes gerados pelos fagoécitos
profissionais (Espegt al., 2002).

Sendo assim, durante o processo fagocitico, quarsdeceptores dos fagoécitos se
engatam com ligantes do seu alvo, sinais intraaedsl sdo gerados ndo somente para se
iniciar o engolfamento, mas também para ativar Geagefetoras apropriadas de acordo com
as circunstéancias fisiologicas. Durante a inflamaga infecgéo, a ligacdo dos receptores dos
fagodcitos ativa a degranulacéo celular, a explosgpiratoria e outros caminhos metabdlicos
levando a geracdo de mediadores inflamatorios daimso os leucotrienos, as citocinas e
também moléculas que participam tanto da respogtag inata quanto da especifica (Brown
& Greshan, 2003).

Griffin et al. (1976) propuseram um modelo para a fagocitoggyrdmado “modelo
Zipper”, que tem guiado muitas pesquisas neste @amp acordo com esta hipétese, a
fagocitose requer repetidas interagbes entre astbg da particula alvo com receptores na
célula fagocitica, interrompendo a formacao de sdvteracées em qualquer ponto da célula,
prevenindo, desta maneira, novas ingestdes deylagi Neste modelo, o fagocito move-se
sobre a particula alvo como se fosse um zippero Bstle processo € dependente de actina.

Uma importante caracteristica dos fagocitos é sbdittade de mudar de forma em resposta
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a ativacdo. O papel da actina nas funcOes efemuasrequerem o remodelamento da
membrana, sdo dois: primeiramente, o citoesqueletactina é que vai suportar mudancgas
mecanicas na forma. Apesar da for¢ca que dirigetensdio e contracdo da membrana na
formacdo do fagossoma nao ter sido ainda elucidashopletamente, ha evidéncias que
suportam a hip6tese de que complexos actina-miagin@esmo a polimerizacdo da actina
por si s6, promovem o0 motor que direciona taissftamacdes na membrana. Em segundo
lugar, o citoesqueleto de actina regula eventogaresducdo de sinais que sdo importantes
para o desenvolvimento do fenotipo efetor. O cijaeteto age como uma plataforma para
trazer receptores de superficie, enzimas “ativgveiseus substratos para bem perto (Brown
& Greshan, 2003). Entretanto, esta hipétese peroeagentroversa, em parte devido as

dificuldades encontradas nos trabalhos experingentai

2.80xido Nitrico (NO)

O NO € um mediador critico de uma variedade de desgoioldgicas, incluindo
relaxamento muscular, agregacdo plaquetaria, mansshissdo, atividades tumoricidas e
microbicidas e imunossupressao (Garcia & Stein6R00 NO é um gas soluvel e sua vida
média é de poucos segundos, agindo, desta managa&élulas que se encontram préximas
onde este gas é produzido (McMuléhal, 2005). NO é sintetizado a partir da oxidacdo do
por acdo da enzima Oxido nitrico sintase (Paletexl, 1988; Celada & Natan, 1994). Esta
enzima cataliza a oxidagcdo da amina do grupo gummnida arginina em NO e citrulina
(Pellufoet al, 2004).

Existem trés formas de éxido nitrico sintase: am&s endotelial e neuronal, que
produzem quantidades necessarias de NO para aSefufigiologicas e a forma induzivel
(INOS), de importancia imunologica, que foi origmante descrita em macrofagos (Stuehr &
Martella, 1985) porém, tornou-se claro que outipsst de células também sintetizam NO
através da inducao da acédo da enzima iNOS poir@m&m macréfagos murinos, a iNOS é
ativada por vérios estimulos biol6gicos, tais cdrid-y (Ding et al,1988) e TNFa (Drapier
et al, 1988).A associacdo destas citocinas com baixas concéesate lipopolissacarideo
(LPS) induz, de maneira dose dependente, a liberdedNO, exercendo citotoxica para

microrganismos intracelulares.
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Vérios trabalhos tém demonstrado que o NO poss@ atividade antimicrobiana
contra uma variedade de microrganismos como o®8jideImintos, protozodarios, leveduras,
micobactérias e bactérias. Possui ainda atividadericida e inibitoria sobre a replicacao
viral (Macminget al, 1997; McMullinet al,, 2005).

Tem sido também descrito que algumas citocinadasgunegativamente a formacao
de IFNy induzida pela enzima INOS. Dentre elas estdo BGEing et al, 1990;
Forstermannet al, 1992), IL-10 (Cunheet al, 1992; Gazzinelliet al, 1992) e IL-13
(Matthews & Callard, 1998).

Em algumas situacfes, o NO pode interagir com agliotermediarios de oxigénio,
levando a geracdo de moléculas que vao potenciakzacitotoxicidade contra o0s
microrganismos (Xiomara & Stein, 2006). Entretardoproducdo de NO por macréfagos
ativados pode exercer efeito inibitério sobre alpgdio de ROIs (Juet al, 1994).

2.9Radicais Intermediarios de Oxigénio (ROIs)

Babior et al. (1973) foram os responsaveis pelaatesta da producédo de ROIs por
fagocitos. Os produtos intermediarios de oxigénarados pela reducdo do oxigénio
molecular tais como o anion superéxido, peroxidohitrogénio e radical hidroxila, séo
denominados radicais intermediarios de oxigéniol$lRAD processo pelo qual os ROIs sdo
produzidos € denominado de explosdo respiratoriaeste processo € iniciado
aproximadamente 1 minuto apds a exposicao de fagdmd estimulo (Carla al, 2003).

Os ROIs apresentam alta capacidade de atuar coemteagoxidantes que destroem
microrganismos (Shilokt al, 1999). A formacao de ROIs pode resultar em daodSNA ,
oxidacdo de proteinas e peroxidacdo de lipides pruamesso denominado stress oxidativo
(Espeyet al, 2002). Stress oxidativo pode ser melhor defimidmo um desequilibrio entre a
producao celular de ROIs e os mecanismos antiotedade defesa (Geronikaki & Gavalas,
2006).

O superoéxido, precursor de outros ROIs, é prodaterczima NADPH (nicotinamida
adenina dinucleotidio fosfato) oxidase nos fagé&citdathan & Shiloh, 2000). O sistema
NADPH oxidase de fagdcitos est4 dormente em céinédivas e se torna ativo na membrana
fagolisossdmica de macrofagos ativados (Forman B€8902002). Este sistema enzimatico é

composto por varias subunidades, sendo que algwsi@® localizadas na membrana
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plasmatica (gp91lphox, e p22phox) e outras no esvpha (p47phox, p67phox, p40phox e
Racl ou Rac2). Em macrofagos ativados, a transiocdas subunidades do citosol para a
membrana fagolisossémica, juntamente com a interdesdtas proteinas levam a formacao da
enzima ativa (Nauseef, 2004; Sumimetal., 2005).

Varios receptores que reconhecem microrganismo® asmeceptores tipo “Toll”, os
receptores acoplados a proteina G, os receptoresd3ce 0s receptores de citocinas, atuam

cooperativamente para ativar fagocitos a destrumgecnorganismos ingeridos.

2.10 Fator de necrose tumoral (TNF)

O TNF foi originalmente identificado no soro deraais que receberam doses baixas
de LPS. O TNF medeia suas atividades pleiotrépidasdois receptores celulares de
superficie, presentes em quase todos os tiposaceduldenominados receptor de TNF tipo |
(TNF-R1) e receptor de TNF tipo Il (TNF-R2) (Smigh al, 1994). Por possuirem muitas
diferencas no dominio transmembrana e citoplasmaiterentes fungdes tem sido atribuidas
a cada um dos receptores, embora alguma redund@@misido descrita (Vassali, 1992;
Tartagliaet al, 1993a).

Esta citocina é a principal mediadora da respafitanatoria aguda a bactérias gram-
negativas e outros microrganismos infecciosos.

Os fagdcitos mononucleares sao a principal fontelasedesta citocina embora os
linfocitos T, células NK e mastdcitos ativados posssecreta-la. O IFN- produzido por
células T e NK, aumenta a sintese de TNF por magodfestimulados com LPS.

A principal funcéo fisiologica do TNF € recrutaut@filos e macréfagos para o local
da infeccdo e ativar estas células para erradigenorganismos. O TNF, em baixas doses,
aumenta a adesividade das células endoteliais,epanpara neutréfilos e, a seguir para
monacitos e linfécitos; ativa neutrdfilos; estimalatividade microbicida dos fagocitos; induz
os fagocitos mononucleares a produzir outras ciéscicomo IL-1, IL-6; coestimula a
producao de IL-8 por linfocitos T e a producéo décarpos por linfocitos B; exerce acao
semelhante ao IFM-aumentando a expressao do MHC de classe || eg@aliza a atividade
das células T citotdxicas nas viroses. Além depsgel na inflamacéao, o TNF induz apoptose
em alguns tipos celulares (Locksletyal, 2001; Ribeiro Sobrinhet al, 2005). Apesar de

exercer atividades benéficas na imunoregulacdodefesa organica, podem ser responsaveis
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por muitas complicagbes sistémicas graves. A p@dude TNF em altas doses causa
anormalidades sistémicas, clinicas e patologiast&diretamente relacionada com alto risco
de mortalidade (Gargt al, 2002). O LPS interage com receptores de memluelnéar do
hospedeiro, ativando sinais intracelulares resdttanuma grande producdo de citocinas,
principalmente o TNF. Este processo pode culminar a ocorréncia do choque séptico (Li
et al, 2006).

2.11 Interleucina-12 (IL-12)

A IL-12 é uma citocina importante que exerce funcéotral no inicio e na regulacao
das respostas imunes celulares. Esta citocina ippssipacidade de promover a diferenciagcao
de células T naive em Thl, produtoras de I-Nas quais sdo fundamentais para o
desenvolvimento da imunidade celular e a resisééruitra patdgenos (Albet al, 2006). A
IL-12 estimula a producdo de IFNpelas células NK e linfécitos. Através da ativiead
exercida principalmente sobre as células NK el; 2 proporciona um importante elo entre
a imunidade inata e a imunidade adaptativa.

Assim, a IL-12 é produzida por ceélulas apresentslale antigenos quando elas
apresentam antigenos para as células T durantasas indutora e efetora das respostas
imunes mediadas por células. A IL-12 acentua agdescitoliticas das células NK ativadas e
linfocitos T citoliticos CD8, como também estimula um aumento na produg&o tigos
pelas células B (Metzget al, 1996). As células B também produzem esta citgogorém
em niveis significativamente menores (D Anded¢al, 1992). Sua producao € induzida por
bactérias, produtos bacterianos, parasitas intriacek, sendo estimulada pelo 1N CM-
CSF e inibida pela IL-10 e IL-4 (Trinchieri & Gemsl996; Koctlet al, 1996).

A IL-12 é heterodimérica, composta de duas subdesi@p35 e p40, referentes a suas
massas moleculares de 40 e 35 kDa respectivam8tee et al, 1990), codificadas por
genes nao relacionados (Siebwettal, 1992). A expressédo de ambas subunidades é regueri
para a atividade bioldgica desta citocina (Gubtaal, 1991; Wolfet al, 1991). A cadeia p40
da IL-12 é compartilhada com outra citocina hetongdica, a I1L-23. A IL-12 e IL-23

também compartilham algumas de suas funcdes boal®gBastost al, 2004).
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2.11.1 Camundongos deficientes na cadeia p40 da IL-12 (i223p40-/-)

De acordo com Makt al.(2001), com o advento da engenharia genética, &9, 16i
possivel o desenvolvimento de camundongos “knotkesitquais foram definidos como
camundongos deficientes em um gene especifico tdeegse. Para se determinar o papel
fisioldgico da IL-12 na resposta imune, camundontim®ckout” para esta citocina foram
desenvolvidos. Observou-se que os camundongosiethééis na expressdo desta citocina
continuaram viaveis e férteis, sem o desenvolvimet# anormalidades. Entretanto, no
aspecto imunoldégico, estes camundongos apresentemancapacidade reduzida em produzir
respostas do tipo Thl, apresentando uma suscejzdel aumentada a doencas infecciosas
(Mattner et al, 1996; Cooperet al, 1997). Bastoset al (2002), demonstraram que
macrofagos recuperados de animais IL-12/23p48presentam um desvio com um perfil do
tipo 2. Estes macréfagos denominados M2 apresedd#ditiéncia na producdo de NO em
resposta ao LPS e IFNe producdo espontanea de niveis elevados defTGFpadréo de
ativacdo assumido por estes macrofagos dos anidedisientes de IL-12 prejudica sua

funcdo microbicida, resultando em maior suscejuinile a parasitas intracelulares.

2.12 Interleucina-10 (IL-10)

A IL-10 é produzida principalmente por mondcitosmacréfagos e, em menor
proporcéao, por linfécitos (Mosmarmat al, 1994).

Esta citocina apresenta efeitos pleiotropicos ranmacdo e na imunoregulacdo
(Mooreet al, 1993). Varios estudos demonstram que a IL-10cexem forte efeito limitante
sobre a secrecao de IRNpelas células T através da supressao da prodecéo P pelos
macréfagos e células dendriticas, modulando assimeacf6es da imunidade inata e da
imunidade mediada por células e, conseqientemiaiti?ndo a inducdo e a fase efetora de
resposta de células T; regula as células apresgatade antigenos, através da inibicdo de
expressdo de MHC de classe IlI; exerce também ef@itibante sobre a producdo de
mediadores inflamatérios (Fiorentird al, 1991a; D Andréat al,1993; Poeet al, 1997,
Moore et al, 2001; Zhouet al, 2005). A IL-10 promove a proliferacdo de célukse a
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producdo de anticorpos (Leonard, 2003). Sendo assum excelente exemplo éedback
negativo, atuando nos macréfagos ativados parantieguas respostas e direcionar o sistema

a seu estado de repouso a medida que a infeccémbiaita € irradicada.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Avaliar o efeito dos cimentos obturadores endodostiPulp Canal Sealer EWT® e
Endofill® quanto ao seu efeito sobre a atividade ehacrofagos M1 e M2 obtidos da

cavidade peritoneal de camundongos.

3.2 Objetivos especificos

» Verificar a viabilidade de macrofagos M1 e M2 awdtios “in vitro” na presenca e
auséncia dos cimentos endodonticos

» Avaliar a capacidade de aderéncia dos macrofagos M2 na presenca e na auséncia
dos cimentos endodonticos

» Auvaliar a capacidade de fagocitose da leveduraoulardiipelos macrofagos M1 e
M2 na presenca e na auséncia dos cimentos endoanti

* Auvaliar a producao de radicais intermediarios digé&nxio pelos macréfagos M1 e M2
na presencga e auséncia dos cimentos endodonticos

e Avaliar a producdo de o6xido nitrico pelos macrétadl e M2 na presenca e na
auséncia dos cimentos endodonticos

» Auvaliar a producdo das citocinas TNF, IL-12 e IL-p@los macrofagos M1 e M2 na

presenca e na auséncia dos cimentos endodonticos



38

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Abordagem e plano amostral

A atividade fagocitica de macréfagos inflamators e M2 provenientes de duas
linhagens de camundongos, C57BL/6 e C57BL/6 1123p40", respectivamente, foi
medida pela viabilidade destas células, pela cdpdei de aderéncia, fagocitose de
Saccharomyces boulardiiproducdo de radicais Intermediarios de oxig@&nidxido nitrico,
producdo das citocinas TNF, IL-12 e IL-10, na pnesee na auséncia dos cimentos
obturadores endoddénticos Pulp Canal Sealer EWTE& (P@WT®) e Endofill®.

Constituiram-se trés grupos experimentais para tpoale macrofago de acordo com o
estimulo a que foram submetidos:
e grupo | - capilares contendo Pulp Canal Sealer ®NT

* grupo Il - capilares contendo Endofill®

* grupo lll - capilares vazios (grupo controle)
Grupo |
PCS EWT
Macréfagoavil Grupo i

—’[ Endofill

Grupo Il controle

(capilares vazios)

Grupo |
PCS EWT

Grupo I
Endofill

Macréfagosvi2

Grupo Il controle

(capilares vazios)
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Nos experimentos onde avaliou-se a producgéo de TMNE? e IL-10, NO e ROIs, os
grupos foram subdivididos em expostos e ndo expasttiferentes estimulos. Utilizaram-se
para cada experimento “pools” celulares de trésucalongos e cada experimento foi

realizado em triplicata.

4.2 Animais e microrganismos

Utilizaram-se camundongos de 4 a 8 semanas, machi@neas, de duas linhagens, a
saber: camundongos C57BL/6 (obtidos pelo CentBidrismo da Universidade Federal de
Minas Gerais - CEBIO, Belo Horizonte, MG, Brasilt@mundongos C578L/6IL-12/23p'210
cujas matrizes foram cedidas pelo Dr. Luiz ViceRiezo (Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, SP, Brasil). Estes animais foram procriadosLaboratorio de Gnotobiologia e
Imunologia (Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Wmsidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, Brasil). Os animais foram mantidos erotdsio com barreiras, em gaiolas
apropriadas de 20cmx30cmx20cm, com controle de g¢eastyra e luminosidade e, racéo e
aguaad libitum. O comité de ética e pesquisa em animais autorzguotocolo destes
experimentos (CETEA-UFMG’122/04).

Os microrganismos utilizados neste estudo forausobacterium nucleatufATCC
10953) e Peptostreptococcus anaerobi®TCC 27337) (cedidos pelo laboratério de
Microbiologia Oral do Instituto de Ciéncias Biolégs da Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte, MG, Brasilgaccharomyces boulardjFloratil, Merk S/A, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) e Zymosam A &accharomyces cerevisgBigma Chemical Co. St.
Louis, MO, EUA).

Caldo BHI (Brain Heart Infusion, Biobras, Montesaftls, MG, Brasil) enriquecido
com 0,05% de-cisteina (HCL Purex, INALAB, Honolulu, HW, EUA) 5% de extrato de
levedura (BactB” Yest extract, Becton, Dickinson and Company, Hiarikakes, NJ, EUA)
foi utilizado para o repique das culturasFdenucleatum Estas culturas foram incubadas por
48 horas a 3, em camara de anaerobiose. O nimero de badiriaistido pelo grau de
absorbancia de luz (1D.0.) = 8 x®1@lulas/mL. Ap6s a quantificacdo, as bactériaanfor
centrifugadas a 1589 a 4C, por 10 minutos e ressuspendidas em PBS (salinpdnada
com fosfato 0,01M pH 7.4), a fim de obter uma s@tugom uma concentracdo de’ 10
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células/mL. Em seguida, foram levadas a autoclé&eqae a temperatura atingisse AM0
permanecendo ali por 10 minutos (Ribeiro Sobrirgioal, 2002). Apdés a morte dos
microrganismos, os frascos foram mantidos sobgeafacdo a %. Nos experimentos de
mensuracao da producdo para TNF, IL-12, IL-10, ¢ Ntizaram-se oF. nucleatumna
proporcao de 10:1 em relagdo ao numero de macfegoultura.

As culturas deP. anaerobiusforam repicadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion
Biobras, Montes Claros, MG, Brasil) enriquecido cOm% de hemina (Sigma Chemical
Co.), 0,1% de menadiona (Sigma Chemical Co.) e @&%xtrato de levedura (BatfoYest
extract, Becton, Dickinson and Company, Franklikdss NJ, EUA) e os procedimentos de
incubacgdo, quantificagdo, producdo de antigenooedugéo de bactérias, em relacdo ao
namero de células utilizadas nas culturas foratizaios de maneira semelhante ao descrito
acima para &. nucleatumRezendet al, 2005).

A leveduraS. boulardiifoi ressuspendida em PBS, até se obter a concéatoe 10
células/mL, que foram mortas pelo calor, em aut@c&100C, por 10 minutos, preparadas e
armazenadas sob refrigeracdo, até o momento doireepto. Nos estudos da fagocitose, a
propor¢cdo do numero de leveduras para o numereéld&as na cultura, foi de 10 leveduras,
para cada célula da cultura (de Oliveira Merates., 2003).

O Zimosan A deS. cerevisadoi diluido inicialmente em PBS a fim de realizar-a
contagem do numero de particulas em camera de Newlpos a contagem e determinagéo
da concentracdo final, diluiu-se, novamente em P&8, que a solucdo atingisse uma
concentracéo de 1(articulas/mL. Esta solucdo foi mantida sob refagéo até o momento
de sua utilizagcdo. Nos experimentos de mensuragddR®ls, para estimulacao celular, a
propor¢cdo do numero de particulas para o nUmerzldéas na cultura foi de 10/1 (Trusk
al., 1978).

4.3 Cimentos obturadores endoddnticos

Utilizaram-se dois cimentos obturadores endodost{conentos de Rickert e Grossman,
respectivamente) compostos pelas seguintes fornddascordo com seus fabricantes:
* Pulp Canal Sealer Extended Work Time (PCS EWT®)(&y Dental Specialties,
Glendora, CA, EUA), composto por 6xido de zinco ,g82); prata precipitada
(21,9%); resina branca (8,2%); resina oleosa (6@®&t)genol (21,0%).
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* Endofill® (gentiimente cedido pela Dentsply Indiste Comércio Ltda., Petropolis,
RJ, Brasil), composto por 6xido de zinco; resindrdgenada; subcarbonato de
bismuto; sulfato de bario; borato de sddio e eubgerdieo de améndoas doces.

Para que os cimentos fossem manipulados de acaydo as especificagbes dos
fabricantes, utilizou-se a propor¢cdo de 100mg p@odta de liquido na manipulacdo do PCS
EWT® e 2509 p6 / 1 gota de liquido na manipulagg&ddofill® (de Oliveira Mendest al,
2003) A fim de manter as condicdes de esterilidadmanipulacéo foi realizada em fluxo
laminar para todas as manipulacoes.

Os cimentos foram colocados nas extremidades ddarmesp (Perfecta Industria e
Comeércio de Laminas de Vidro Ltda., S&do Paulo, BRsil), previamente cortados e
esterilizados. Esta manobra permitiu um contatograzido dos cimentos com a suspensao
celular nas diferentes situacdes dos experimeatesa (o capilar de 3,52 Mn

Para que os cimentos atingissem a presa finalagitaces foram armazenados em placa
de cultura de 6 pocos estéreis (Nundl8nNalge Nunc Internacional, Naperville, IL, EUA) e
colocados em estufa a °87 por trés horas. Os grupos controle foram reptades por
capilares vazios (de Oliveira Mendetsal, 2003). De acordo com os fabricantes, a presa fin
do PCS EWT, a 3€ € menor que 2 horas. Em relacdo ao Endofillabsdantes informam

somente que seu tempo de trabalho,’&€ 3& de aproximadamente 20 minutos.

4.4 0btencéao e cultura de células peritoneais inflamatiéas

Foram injetados na cavidade peritoneal dos camwuoR57BL/6 e C57BL/6 IL-
12/23p40° 2ml de caldo tioglicolato estéril a 3%, (Difco FluThioglycollate Medium,
Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, EUAJina de se obterem os macréfagos
inflamatorios. Apés 5 dias os animais foram sa@&fos por decaptacdo. Para se conseguir o
maior conteludo possivel da suspensao celulamjitiaido rapidamente na cavidade peritoneal
dos camundongos 10mL de meio RPMI 1640 estéril CREBRL, Grand Island, NY, EUA)
com o auxilio de uma seringa acoplada a uma ag@hal6é mm e, em seguida removeu-se o
maior contetdo possivel com a mesma seringa. Emidseg células foram centrifugadas por
10 minutos a 350 X a 4£C, Apds a centrifugacao, realizou-se o descartgoicenadante e a
ressuspendemos as células em meio RPMI 1640, saiplado com 10% de soro bovino fetal

(Nutricel, Campinas, SP, Brasil), 0,1% de solugéf-thercaptoetanol (Sigma Chemical Co.)
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a 0,05M, 0,2% de gentamicina (Sigma Chemical C&QQn®1 de L-glutamina (Sigma
Chemical Co.) (meio completo). As células foramtadas em camara de Newbauer e a
concentracéo final foi mantida em 1 X’ I&ls / mL para a andlise da viabilidade celular em
placas de 24 pocos (Techno Plastic Products AGsallitagen, Suica) e para o0 ensaio de
fagocitose; 1 x 10células/mL para a verificacdo da aderéncia celulabilidade celular em
tubo de polipropileno (Corning, Cambridge, MA, EUA)producdo de ROIls, e 2 x°10
células/mL para os experimentos de deteccdo deQ,JLH1-12, TNF e NO. Todas as
incubacdes foram realizadas em estufa com atmogferdificada, contendo 5% de GGa
37°C.

4 5Viabilidade celular

A avaliacdo da viabilidade dos macréfagos M1 e Mtk aos cimentos obturadores
endodonticos foi realizada em tubos de polipropil€Gorning) e em placas de 24 pocos
(Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Switnéjla

A viabilidade celular em tubos de polipropileno (@ing), foi realizada adicionando-
se as suspensdes celulares (Ext6lulas/mL), capilares contendo ou ndo os cimentos
endodoénticos. Em seguida, as culturas foram levadastufa com atmosfera umidificada,
contendo 5% de CQa 37C, por 24 horas, removeram-sepROdestas suspensdes e
colocaram-se em tubos eppendorf, juntamente corasmnm volume de azul de tripan (Sigma
Chemical Co.), 0,25% em PBS. Os conteudos foranlisadas em microscopio o0tico
utilizando camara de Newbauer. Desta maneira, fe@rtadas as células vivas e mortas, e 0s
resultados foram expressos em porcentagem.

A viabilidade celular em placas de 24 pocos (TedRlastic Products) foi realizada
adicionando-se as suspensdes celulares {1&ddlas/mL) capilares contendo ou ndo os
cimentos endodoénticos. Em seguida, estas placasltiga foram incubadas por 2, 24 e 72
horas em estufa com atmosfera umidificada, contésfdode CQ a 37PC quando, em
seguida, a viabilidade celular foi analisada asadé microscopio invertido apdés o
acréscimo de 1QQ. de solucdo de azul de tripan (Sigma Chemical G2%% em PBS em
cada poco. No minimo 300 células. Os resultadognfoexpressos em porcentagem (de
Oliveira Mendest al, 2003).
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4.6 Aderéncia de macrofagos ao substrato

Utilizou-se o método descrito por Leeal (1993) com pequenas modificacdes. Apds
a obtencdo das suspensfes de macréfagos peritomiaisatorios, adicionou-se 1 X 40
células / mL em meio completo em tubos de polipenji estéreis (Corning). Em seguida,
adicionaram-se o0s capilares previamente cortadodgemgdo as amostras de cimentos.
Capilares vazios foram utilizados nos tubos coes.0Ds tubos foram entdo incubados por 2
horas e, em seguida, foram levados ao vortex megbndos em baixa velocidade. Apds a
homogeneizacdo, foram removidas aliquotas del 2@ cada amostra e colocadas em
camaras de Newbauer, armazenadas em placa deifetificadas e novamente incubadas a
37°C por 1 hora. Apés este periodo de incubacédzoease, através de microscopia 6tica, a
contagem dos macrofagos espraiados. O resultadalel@ncia foi expresso pelo niamero
absoluto de células aderidas. Contaram-se 200asélsélecionadas aleatoriamente, do total
de células presentes.

4.7 Fagocitose da levedura Saccharomyces boulardii “iitro”

A técnica descrita por Giaimet al. (1992), com algumas modificacfes, foi utilizada
para se verificar a interferéncia dos cimentos raliores endoddnticos no processo de
fagocitose dos macréfagos M1 e M2. Laminulas rddsnGlass Técnica Importacédo e
Comeércio, Campinas, SP, Brasil) estéreis foramoawolas no fundo dos pocos de uma placa
de cultura de 24 pocos (Techno Plastic Produciskel@® células/mL de suspenséo celular
em meio completo foram colocadas sobre estas ldasinAs placas foram incubadas em
estufa de C@a 37C, por 2 horas. Em seguida, os meios de cultusnfa@ntdo removidos e
descartados. As células foram lavadas uma vez deml R640 a 37C, tendo acrescentado
em cada poco, 1 mL de RPMI 164037C. Juntamente com os meios de cultura foram
adicionados 1Q6L da suspensdo d& boulardii,(10° UFC leveduras/mL) mortas pelo calor
como também os capilares com ou sem os cimentosarhEnte as placas foram incubadas
em estufa de CQa 37C, por 1h. Em seguida, as leveduras no ligadasnfoielicadamente

removidas através de trés lavagens com meio RPMO0,18 37C. As laminulas foram
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cobertas pelo acido tanico a 1% (Labsinthy Prodptosa Laboratério Ltda., Diadema, SP,
Brasil) durante 1 minuto. Nova lavagem das célatam meio RPMI 1640 foi realizada. A
seguir, 1 gota de soro bovino fetal foi colocadbreacada laminula a fim de se evitar a
cristalizacdo do corante. As laminulas foram rdigadas placas e apés estarem secas, foram
coradas com Panoético Rapido (Laborclin Produtos paaboratérios Ltda, Pinhais, PR,
Brasil) como sera descrito. Apds a coloracdo egssna as laminulas foram coladas em
laminas com Entellan (MERK S.A., Darmstadt, Germamypos secagem do Entellan
utilizou-se o microscopio 6tico num aumento de 1@MXimersdo para a contagem de: 200
macroéfagos, selecionados aleatoriamente, com peloosnuma levedura associada, onde
determinou-se o0 numero de leveduras aderidas emenolde leveduras fagocitadas pelos

macrofagos.

4.7.1 Coloracdo com Pandtico Rapido

A coloracdo com Pandtico Rapido foi realizada &satta imersédo de cada laminula
durante 5 segundos no Pano6tidd,memocdo do excesso; imersédo, durante 5 segunuos
Panético fi2, remocédo do excesso; imersdo das laminulas riati@anf3, também durante 5

segundos. E, finalmente, lavagem em agua corneata,remocao do excesso do corante.

4.7.2 Propriedades corantes das leveduras:

De acordo com Giaimist al. (1992) as leveduras vivas apresentam-se coradas e
azul escuro ou violeta. Por outro lado, as leveslatdoclavadas (mortas pelo calor) exibem a
cor rosa claro. No entanto, se estas ultimas fdratadas com &cido tanico imediatamente
antes da coloracdo com Pandtico Rapido, exibiréor avioleta. Estas propriedades corantes
podem ser utilizadas na distincdo de levedurasaesiirares das intracelulares no
experimento de fagocitose. Somente as leveduraacekilares, as quais sdo acessiveis a
solucéo de acido tanico apresentam a cor violets apcoloracdo, enquanto as leveduras

fagocitadas, permanecem com a cor rosa.
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4.8 Producao de Radicais Intermediérios de Oxigénio (RI3)

A mensuracao da producéo de ROIs por macréfagoe M2 na presenca e auséncia
dos cimentos obturadores foi avaliada através aaca descrita por Trusdt al (1978), com
algumas alteragdes. Culturas celulares (1xxBlulas/mL) juntamente com os capilares com
ou sem os cimentos endodonticos, foram incubadasitems de polipropileno estéreis durante
24 horas, em estufa de €& 3PC. Em seguida, estes tubos foram centrifugaddsOag3a
4°C durante 10 minutos. Apés centrifugacao, os salol@ntes foram descartados, e as células
ressuspendidas em 300de RPMI 1640, sem o fenol vermelho (Sigma Chehfima). O
contetdo dos tubos foi entdo transferido para plalsa 96 pogcos Maxisorp (Nalge Nunc
International, Rochester, New York, EUA), contendduL de RPMI 1640, sem fenol
vermelho (Sigma Chemical Co.) em cada poco. No méonda leitura da placa, foram
adicionados, por poco, i@articulas de zymosan/mL, e 0,05mM de luminol r(Bre-2,3-
dihidro-1,4-ptalazinedione) (Sigma Chemical Co.) BRPMI 1640 sem fenol vermelho. Este
procedimento mede a quimioliminescéncia, ampliffcgoelo luminol, produzida pelo
superoxido, radical hidroxila e peroxido de oxigéam resposta a fagocitose de particulas de
zymosam pelos macréfagos. E importante ressaltaagmisséo fraca de luz é observada em
associacdo com a liberagcdo de radicais livres dgénio, ndo podendo ser facilmente
utilizada em sistemas de analise, como um meioafesuracdo do processo de fagocitose. O
luminol amplifica a producéo de luz, interagindancos ROIS produzindo maior intensidade
luminosa com um pico de comprimento de onda dexapemlamente 425nm. As placas
foram levadas ao luminémetro (LumiCount Packardrimsent Company Inc., Downers
Grove, IL, EUA) e realizadas leituras de 2 em 2utos durante 1 hora.

Os resultados foram expressos através da areaadabcarva obtida no periodo de 1
hora, calculada da seguinte maneira:

l=h[f2+f3+..+f (n-1)]+(f_1+f n)h/2

| = &rea abaixo da curva

h = intervalo de tempo

f 1,f 2,...,f n=unidade de luz nos tempos 1..2n (Gltima)
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4.9 Deteccdo de Oxido Nitrico (NO)

Para se avaliar a producdo de NO por macrofagose M2 frente aos cimentos
obturadores endodénticos, foram adicianados asagplate 24 pogos (Techno Plastic
Products), 1ml de suspenséo celular contendo 2¥dl0las/mL acrescidas das preparacdes
de F. nucleatume de P. anaerobius(10’ UFC/mL), com e sem 10U/ml de IFN-
recombinante (Pharmingem, San Diego, CA, EUA), atlerm capilares, contendo ou ndo os
cimentos obturadores endodénticos. Apds o periodoirtubacdo de 72 horas, os
sobrenadantes de cultura foram recolhidos e a mrasde nitritos nos sobrenadantes foi
avaliada, conforme método descrito por Greeml (1982), com algumas adaptacdes. Em
resumo, 5QL dos sobrenadantes de cultura foram colocadosl@agpde 96 pocos Maxisorp
(Nalge Nunc International, Rochester, New York, BUKWos pogcos em branco e nos pocos
da curva padrao foram colocadosubOde RPMI 1640 (Sigma Chemical Co.). A seguir,
10QuL de solucdo estoque de NapNOa 10QuM, previamente diluidos 1:200, foram
adicionados nos primeiros pocos da curva padraentdo foram realizadas diluicGes
sucessivas de 1:2, nos poc¢os seguintes. Finalnferae adicionados aos pog¢os [iQ0de
uma mistura de sulfanilamida a 1%, em acido foso#i,5%, e naftidiletiienodiamina (Sigma
Chemical Co.) 1%, em é&cido fosférico 2,5%, na progo de 1:1. Apés 10 minutos de
incubacdo a temperatura ambiente, foi realizadeespectrofotometro (Molecular Devices
Corporation, Sunnyvale, CA, EUA) a 540nm. A quaadie de nitrito foi calculada, usando-se
uma curva-padrao de nitrito de sodio. Amplitudeléieccéo: 138M a 0,97 M.

4.10 Producao de Fator de Necrose Tumoral (TNF)

Placas de cultura de 24 pocos (Techno Plastic Etgdforam utilizadas para a
colocacdo de 1mL de suspensdo celular contendd 2&lllas/mL por poco, acrescidas das
preparacdes de. nucleatume deP. anaerobiug10’ UFC/mL) com e sem 10U/mL de IF{N-
recombinante (Pharmingem), além dos capilares,eodot ou ndo os cimentos obturadores
endodoénticos. Apdés um periodo de incubacdo de 24shem estufa de GGa 37C, os
sobrenadantes das culturas foram recolhidos e,gairseforam realizadas as leituras,
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utilizando-se os kits Duo Set Elisa TNF (Developm8gstem R&D Systems, Mineapolis,
MN, EUA). A técnica realizada, proposta pelo fahnie é: sensibilizacdo das placas de 96
pocos Maxisorp (Nalge Nunc Internacional) com [i00de anticorpo de captura na
concentracdo de (Qu8/ml), reconstituido em PBS (8g/l de NaCl; 0,2¢I KICI; 1,159/ de
NaoHPOy; 0,29/l de KHPO,em pH 7,2 a 7,4) e incubacao destas placas po8 Ibihs, em
temperatura ambiente. Apds o periodo de incubagéigplacas foram lavadas trés vezes
(300ul/pogo) em PBS Tween 20, 0,05% (Sigma Chemical,@dd) 72 a 7,4. Em seguida,
bloqueram-se as placas com @D8e reagente diluente (PBS + 1% albumina bovioid 7,2

a 7,4) (Sigma Chemical Co.) e aguardaram-se hord em temperatura ambiente. As placas
entdo foram novamente lavadas por trés vezes, moafdescrito acima. O padrao de TNF,
reconstituido em reagente diluente, foi colocade emis primeiros po¢os (concentracdo de
2000 pg/mL) e, nos pogos seguintes, foram realgzatlicdes sucessivas de 1:2. Na
sequéncia, foram acrescentados [10@os sobrenadantes enquanto [{l00de reagente
diluente acrescido de meio RPMI 1640 foram acrdades nos po¢os em branco. As placas
foram entdo incubadas por 2 horas, em temperatnbéeate. Apos este periodo, as placas
foram novamente lavadas por trés vezes, conformeritte acima e, 1QfL do anticorpo de
deteccdo (150ng/mL), reconstituido em reagenteenlitu foi adicionado aos pocos.
Novamente as placas foram incubadas por 2 horagmperatura ambiente e entdo lavadas
por trés vezes. A seguir, foi acrescentado aosspd@uL de estreptavidina, conjugada com
peroxidade, em reagente diluente b0Ode estreptoavidina 1/200 em 10mL de reagente
diluente). As placas foram cobertas com papel aliovd mantidas em temperatura ambiente
por um periodo de 20 minutos. As placas foram nevdaenlavadas por trés vezes sendo
adicionados aos pocos 100de solucdo de substrato (4mg de OPD em 10 mlachpdo
citrato-fosfato, 13,419/l de NaRO,; 5,199/l de GHgO; em pH 5,0) e gL de HO, 30%. As
placas foram mantidas em temperatura ambientertesh@or papel aluminio por 30 minutos.
Em seguida, adicionaram-sepfiOda solucdo de parada &,2N) em cada poco. A leitura
foi realizada em espectrofotometro (Molecular Desgi€orporation) no comprimento de onda
de 492 nm. Sensibilidade: 43,1pg/ml.
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4.11 Producdao de Interleucina-12 (IL-12)

A dosagem da producao de IL-12 foi realizada dendosemelhante a dosagem de
TNF utilizando-se Kits Duo Set Elisa IL-12p70 (Dbmment System R&D Systems). Cem
microlitros de anticorpo de captura (f@0mL) na concentracao dei@/mL reconstituido em
PBS (8g/l de NaCl; 0,29/l de KCI; 1,15g/l de N&Oy; 0,29/l de KHPO,em pH 7,2 a 7,4)
foram utilizados como revestimento das placas dep86os Maxisorp (Nalge Nunc
International). As placas foram incubadas por 18;E8n temperatura ambiente. Em seguida,
foram lavadas por trés vezes (RQfpoco) em PBS Tween 20, 0,05% (Sigma Chemical,Co.)
pH 72 a 7,4. Bloquearam-se as placas conuB@ reagente diluente (PBS+ 1%BSA, pH
7,2 a 7,4) por 1h, a temperatura ambiente. Emidaglavaram-se as placas por trés vezes
conforme descrito acima. O padrao de IL-12, rectidd em reagente diluente, foi colocado
nos dois primeiros po¢os, em uma concentragcdao @®p2PdmL, tendo sido realizadas
diluicdes sucessivas de 1:2. Na sequéncia, foraps@ntados 1QQ. dos sobrenadantes a
serem analisados e, nos pocos em branco, acrescmnt@OQL de reagente diluente
acrescido de meio RPMI 1640. Neste momento as $lacam incubadas por mais 2 horas
em temperatura ambiente. A seguir, as placas feoramamente lavadas por trés vezes, e
10QuL do anticorpo de deteccao (M&nL) em reagente diluente foi colocado em cadapog
As placas foram incubadas por 2h em temperaturaeatele, em seguida, foram lavadas por
trés vezes. Adicionaram-se }Q0poco de estreptavidina, conjugada com peroxidase
reagente diluente (P de estreptoavidina 1/200 em 10mL de reagenteili&), cobrindo-se
as placas com papel aluminio e as mantendo porird@tas em temperatura ambiente. Apos
o periodo de incubacéo, as placas foram lavadasvéEes como descrito anteriormente e
adicionados aos pocos }00de solucdo do substrato (4mg de OPD em 10 mladgpdio
citrato-fosfato, 13,41g/l de NaRQO;; 5,199/l de GHsO; em pH 5,0) e gL de HO, 30%. As
placas foram mantidas em temperatura ambienterteslygor papel aluminio por 30 minutos.
Em seguida, adicionaram-sepfiOda solucdo de parada &0,2N) em cada poco. A leitura
foi realizada em espectrofotdmetro (Molecular Desi€orporation) no comprimento de onda
de 492 nm. Sensibilidade: 29,7pg/ml.
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4.12 Producao de Interleucina-10 (IL-10)

A producédo de IL-10 foi analisada de forma semedtham das outras citocinas
quantificadas, utlizando-se os kits Duo Set Elisa0 (Development System R&D Systems).
10QuL de anticorpo de captura (36mL) na concentracdo deu@mL reconstituido em
PBS (8g/l de NaCl; 0,29/l de KCI; 1,15g/l de N&Oy; 0,29/l de KHPO,em pH 7,2 a 7,4)
foi utilizado como revestimento das placas de 9opdaxisorp (Nalge Nunc International).
As placas foram entdo incubadas por 12-18h, emdmathpa ambiente. Foram lavadas por
trés vezes (3Qf/poco) em PBS Tween 20, 0,05% (Sigma Chemical,Qtd) 72 a 7,4. O
bloqueio foi realizado utilizando-se 3fl0de reagente diluente (PBS+ 1% albumina bovina,
pH 7,2 a 7,4) por 1h, em temperatura ambientelizzeam-se nova lavagem das placas por
trés vezes. O padréo de IL-10 foi colocado nos dadiseiros pocos, estando eles em uma
concentracdo de 2000pg/mL. Nos pocos seguintesfoealizadas diluicdes sucessivas de
1:2. Na sequéncia, 1A0 dos sobrenadantes a serem analisados foram dolake acordo
com o “layout” da placa enquanto 1Q0de reagente diluente acrescido de meio RPMI 1640,
foram acrescentados nos pocos em branco. As pfacas) incubadas em temperatura
ambiente por 2 horas. Seguiram-se novas lavagen9ldaas, e 1QQ. do anticorpo de
deteccdo (7@/mL) em reagente diluente foi colocado em cadaopsgndo mantidas em
temperatura ambiente por 2h. As placas foram la/ada mais trés vezes e 10poco de
estreptavidina, conjugada com peroxidase em reagdihiente (5QL de estreptoavidina
1/200 em 10mL de reagente diluente) foi adiciona placas foram cobertas com papel
aluminio e mantidas por 20 minutos em temperatoraiente. Lavaram-se novamente por
trés vezes, conforme ja descrito. Na sequéncianfoadicionados aos pocos uQ0Ode
solugédo do substrato (4mg de OPD em 10 mL de tanui@ato-fosfato, 13,41g/l de
NaHPQy; 5,199/l de GHsO; em pH 5,0) e 2L de H,O, 30%. Encobriram-se as placas com
papel aluminio e incubaram-se por mais 30 minutesndo esta rea¢do interrompeu-se,
adicionando-se %0 de HSO; 2N em cada poco. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro (Molecular Devices Corporation) aomprimento de onda de 492 nm.
Sensibilidade: 25,9pg/ml.
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4.13 Andlises estatisticas

As analises foram realizadas utilizando-se um s8WSPSS 12 Inc. (Statistical
Package for Social Sciences). Os dados obtidosnferdometidos primeiramente a um teste
de homogeneidade de variancia (teste de Levenajretaste de normalidade (Shapiro Wilk).
Quando os dados apresentavam homogeneidade deciaeadistribuicdo normal, utilizou-se
o teste t de Student (teste paramétrico). No casoadséncia de normalidade e
homocedasticidade, utilizou-se o Mann-Whitney @esto paramétrico). As diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1Viabilidade celular

Com o intuito de verificar se os cimentos obturada@ndodonticos Pulp Canal Sealer
EWT® (PCS EWT®) e Endofill®, seriam citotoxicos panrs macréfagos peritoneais M1 e

M2, provenientes de camundongos C57BL/6 e C57BU62/23p40/', respectivamente,
realizaram-se 0 estudo da viabilidade celular emcgplde 24 pocos e em tubo de

polipropileno.

5.1.1 Viabilidade em placa de 24 pocos

A viabilidade celular em placas de 24 pocos foédrinada apds incubacéo de 1X10
células/mL por 2, 24 e 72 horas. Estas condigfesasfielas que foram utilizadas nos
experimentos de fagocitose, producdo de NO e dasiras TNF, IL-12 e IL-10. A
viabilidade celular foi determinada utilizando-séeanica de exclusdo de azul de tripan. Os
resultados, podem ser vistos nos Graficos 1 e Zlgm®nstram que a viabilidade celular foi

superior a 95% em todos 0s casos.
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Gréafico 1- Viabilidade de macréfagos M1, recupemdiz camundongos C57BL/6 (expressa em
porcentagem), em placas de 24 pocos, apds 2, 24nheras de incubacdo de 1XIlulas/mL, na presenca e
auséncia dos cimentos endodonticos. O resultagprésentativo da média de trés experimentos rdakizam

triplicata. T indica o desvio padréo.
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Gréafico 2- Viabilidade de macréfagos M2, recupesd@ camundongos C57BL/6 IL-12/23p/40
(expressa em porcentagem), em placas de 24 pariss2a24 e 72 horas de incubacdo de 2X#lulas/mL, na
presenca e auséncia dos cimentos endoddnticossuliado é representativo da média de trés expetimen

realizados em triplicata. T indica o desvio padrao.

5.1.2 Viabilidade em tubos de polipropileno

A viabilidade celular em tubos de polipropileno t8terminada apos incubacéao de

1x10 células/ml por 2 e 24 horas. Estas condicdesas@ielas que foram utilizadas nos
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experimentos de aderéncia e producdo de ROIs.Nidade celular foi realizada através da
utilizag&@o da técnica de exclusdo de azul de tri@aresultados estdo expressos nos Graficos

3 e 4 onde constata-se que a viabilidade foi sapar®6% em todos os casos.
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Gréafico 3- Viabilidade de macréfagos M1, recupemdiz camundongos C57BL/6 (expressa em
porcentagem), em tubos de polipropileno, apés 2 ko2as de incubacéo de 1XId#lulas/ mL, na presenca e
auséncia dos cimentos obturadores endododnticogs@tado é representativo da média de trés expeigsie

realizados em triplicata. T indica o desvio padréo.
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Gréafico 4- Viabilidade de macréfagos M2, recupesd@ camundongos C57BL/6 IL-12/23p/40
(expressa em porcentagem), em tubos de poliprapids 2 e 24 horas de incubacdo de fx&ilas/mL, na
presenca e auséncia dos cimentos obturadores emwdd O resultado é representativo da média &g tr

experimentos realizados em triplicata. T indicaesvib padréo.
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5.2 Aderéncia de macréfagos ao substrato

Avaliou-se,in vitro, o efeito dos cimentos obturadores endoddnticosdeeéacia de
macrofagos M1 e M2 ao vidro. Os resultados est&desaptados no Grafico 5. A pré-
incubacdo com os cimentos Endofil e PCS EWT inibignificativamente (p<0,05) a
aderéncia de macréfagos M1 e M2, quando compaEnso grupo controle, sem cimento.
Os resultados estdo expressos como o humero absielwelulas aderidas. Contaram-se 200

células, selecionadas aleatoriamente, do totatélatas presentes.
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Gréfico 5 — Aderéncia ao vidro de macréfagos MEtuperados de camundongos C57BL/6, e de

macréfagos M2, recuperados de camundongos CS7B~I1/15A23p40/' na presenca e auséncia dos cimentos
obturadores endodénticos. Os macréfagos aderitd® ederidos foram contados apds 2 horas de ingoleac
os resultados estdo expressos como 0 numero abs@utélulas aderidas. O resultado representa @ rdéd
trés experimentos realizados em triplicata. T iadicdesvio padrdo e * indica diferenca estatistas culturas

pré-incubadas com os cimentos em relacéo as cailtorgrole, sem cimento (p<0,05) (Testle Student).

5.3Fagocitose da levedurg.boulardiipor macréfagos inflamatérios M1 e M2

Fagocitose € o processo que compreende aderémgalfaanento e digestdo de
determinada particula, dependente do reconhecininteceptores celulares de superficie,

com a subsequente formacao de extensées membraitasasm actina ao redor da particula,
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formacao de fagossoma e sua maturacdo em fagalisassuja finalidade é a destruigcdo do
agente fagocitado (Brown & Greshan, 2003). A fim \aificar, in vitro, o efeito dos
cimentos Endofill e PCS EWT sobre a fagocitose deragfagos M1 e M2, colocou-se a
leveduraS. boulardiiem contato com estas células juntamente com akgpcontendo e
nao os cimento0s resultados estdo expressos nos Graficos Apesar de encontrarmos
um namero variavel de leveduras aderidas aos dis tcelulares, nenhuma diferenca
significativa foi encontrada. No grafico 6 verifisea que somente o grupo tratado com PCS
EWT inibiu a taxa de fagocitose de macréfagos Mbnglo comparada com o grupo controle
(sem cimento)(p<0,05). Por sua vez, a fagocitosé&.dboulardiipor macrofagos M2 foi
prejudicada na presenca de ambos os cimentos emomdd (p<0,05) (Grafico7). Estes
resultados demonstram ainda que, comparando osogyrapntrole (sem cimento), o0s
macrofagos M2 apresentaram um indice estatisticersgnificativo maior de fagocitose,
gue o grupo de macréfagos M1 (p<0,05). Contarar@@€ecélulas com levedura associada,
selecionadas aleatoriamente, do total das céluleseptes. Os resultados estdo expressos

como o numero de leveduras aderidas ou fagocifalas macrofagos.
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Grafico 6 — Aderéncia e fagocitose 8eboulardiipor macréfagos M1, recuperados de camundongos
C57BL/6, apés 2 horas de incubacdo na presengaémea (controle) dos cimentos obturadores endimddn
(expressos como o0 numero de leveduras aderidaagouifadas por macréfago). O resultado represem@dia
de trés experimentos realizados em triplicata. dican o desvio padrdo e * indica diferenca estatistias
culturas pré-incubadas com os cimentos em relagdouliuras controle, sem cimento (p<0,05) (Tdste
Student). # indica a diferenca estatistica enti@bigras de macréfagos M1 e M2, nas mesmas coeslifiteste
t de Student).
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Grafico 7 - Aderéncia e fagocitose 8eboulardiipor macréfagos M2, recuperados de camundongos

C57BL/6 IL-12/23p4d‘, apos 2 horas de incubagdo na presenga e augéomianle) dos cimentos obturadores
endodonticos (expressos como o numero de levedwasdas ou fagocitadas por macréfago). O resultado
representa a média de trés experimentos realizzddsiplicata. T indica o desvio padrao e * inddiferenca
estatistica das culturas pré-incubadas com os tsiem relagdo as culturas controle, sem cimert0,(5)
(Testet de Student). # indica a diferenca estatisticaceatr culturas de macréfagos M1 e M2, nas mesmas

condicdes (Testede Student).

5.4Producéo de Radicais Intermediarios de Oxigénio (RI3)

Os ROls apresentam alta capacidade de atuar coembeagpxidantes. Desta maneira,
sua producdo torna-se um mecanismo importante geinatdo de microrganismos
fagocitados. A producdo de ROIs também € denomidadexplosdo respiratoria (Shileth
al., 1999; Carloset al, 2003). Observou-se que os macrofagos M1 pragiuziniveis
significativamente maiores de ROIs que os macr&ag@, tanto em relacdo a producédo
basal quanto em relacdo a estimulada por zymos&n0p) (Graficos 8 e 9). A pré-incubacéao
com ambos 0s cimentos, inibiu a producédo basal@lks Relos macréfagos M1 (p<0,05). A
explosdo respiratoria que ocorreu nos macrofagos ddtimulada com zymosan foi
drasticamente afetada por ambos Endofil e PCS E{p<0,05). PCS EWT inibiu

significativamente a producédo basal de ROIs porafagos M2.
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Grafico 8 - Cinética de producéo de ROIs por mago$ M1 recuperados de camundongos C57BL/6.
As células foram cultivadas na presenca de capilewatendo os cimentos e capilares vazios (cotpale24
horas, estimuladas e ndo com’ Jarticulas de zymosan/mL. O resultado representaédia de trés

experimentos realizados em triplicata.
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Gréfico 9 — Producéo total de ROls (representattagadculo da area sob a curva), por macrofagos M1
provenientes de camundongos C57BL/6. As célulastiarultivadas na presenca de capilares vaziosr{dene
contendo os cimentos, por 24 horas, estimuladagioe com 10 particulas de zymosan/mL. O resultado
representa a média de trés experimentos realizzddsiplicata. T indica o desvio padrdo e * indditerenca
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estatistica das culturas pré-incubadas com os tsmem relagdo as culturas controle, sem cimert6,05)
(Testet de Student e Mann-Whitney). # indica a diferergtatéstica entre as culturas de macrofagos M1 e M2,

nas mesmas condi¢des (Mann-Whitney).
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Gréfico 10 — Cinética de producdo de ROIs por dfagos M2 provenientes de camundongos

C57BL/6 IL—12/23p4d‘. As células foram cultivadas na presenca de aagileontendo os cimentos e capilares
vazios (controle) por 24 horas, estimuladas e méo t0J particulas de zymosan/ml. O resultado representa a
média de trés experimentos realizados em triplicata
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Gréfico 11 — Producéo total de ROIs (representattagalculo da area sob a curva) por macréfagos M2

provenientes de camundongos C57BL/6 IL-12/23b.4(As células foram cultivadas na presenca de aapila
contendo 0s cimentos e capilares vazios (contqote)24 horas, estimuladas e ndo com pérticulas de
zymosan/ml. O resultado representa a média deei@srimentos realizados em ftriplicata. T indicaeswib
padrdo e * indica diferenca estatistica das cudtyma-incubadas com os cimentos em relagdo asrasiltu
controle, sem cimento (p<0,05) (Testede Student). # indica a diferenca estatisticaeeaf culturas de

macréfagos M1 e M2, nas mesmas condicdes (MannA@hit

5.5Producéo de Oxido Nitrico (NO)

A producdo de NO é um importante mecanismo de @digdio de microrganismos
fagocitados. Devido as suas propriedades citotéxécgor ser frequentemente gerado por
macrofagos ativados, o NO exerce importante papelmunidade inata (Garcia & Stein,
2006). Para se avaliar estes parametros estimulsgamacrofagos em cultura (M1 e M2)
com Fusobacterium nucleatuifGram -), acrescida e ndo de IlfNeom Peptostreptococcus
anaerobiugGram+), acrescida e n&o de IlfNma presenca e auséncia dos cimentos Endofill
e PCS EWT. Os resultados estdo expressos nos @rdfz, 13, 14 e 15-. nucleatum
induziu, de forma similar, a producdo de NO por mfagos M1 e M2 nos grupos controle
(sem cimento) (graficos 12 e 14). Com a adicaoHey a estas culturas pode-se observar
que os macréfagos M1 produziram mais NO em respadta nucleatum(graficos 12 e 13).
Comparando-se ainda os grupos controle (sem cimeaiiservou-se que 0os macréfagos M1,

quando estimuladosom F. nucleaturma presenca de IF- apresentaram um indice
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estatisticamente significativo maior de producdoNf® que o grupo de macréfagos M2
(p<0,05).

Os cimentos endodoénticos ndo alteraram a produgdixido nitrico por macréfagos
M1, mesmo na presenca dos diferentes estimuloBc@gd?2 e 14). A producdo de NO, por
macrofagos M2, estimulada per nucleatume porF. nucleatunmais IFNy, foi prejudicada
por ambos os cimentos Endofill e PCS EWT (Grafigd B. anaerobiuséo induziu, por si
s0, a producédo de NO pelas células M1 e M2 nosograpntrole (sem cimento), mas o fez na
presenca de IFN-(graficos 14 e 15). Observou-se que a producaN@epor macrofagos
M2, estimulados poP. anaerobiusna presenca e auséncia de N;Nxdo foi afetada na

presenca dos cimentos (Grafico 15).
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Gréafico 12 - Producdo de oxido nitrico (NOpor macréfagos M1 provenientes de camundongos
C57BL/6. Os macrofagos foram cultivados na preseeceapilares vazios (controle) e de capilaresermitt os
cimentos endoddnticos Endofill e PCS EWT por 72abpestimulados e ndo cdmnucleatum(F), com e sem
IFN-y (). O resultado representa a média de trés expatbs realizados em triplicata. T indica o depadrao.

# indica a diferenca estatistica entre as cultdesnacrofagos M1 e M2, nas mesmas condi¢cdes (Mann-

Whitney). Amplitude de deteccéo: 128 a 0,97 M).
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Gréfico 13 - Producgdo de oOxido nitrico (WOpor macrofagos M2 provenientes de camundongos

C57BL/6 IL-12/23p4d‘. Os macrofagos foram cultivados na presenca déaoep vazios (controle) e de
capilares contendo os cimentos endodonticos Ehaof*CS EWT por 72 horas, estimulados e ndo Eom
nucleatum(F), com e sem IFN-(I). O resultado representa a média de trés axpetos realizados em
triplicata. T indica o desvio padréo e * indicaedénca estatistica das culturas pré-incubadas socm®ntos
em relacdo as culturas controle, sem cimento (p¥@estet de Student e Mann-Whitney). # indica a diferenca

estatistica entre as culturas de macréfagos M1 end? mesmas condi¢cdes (Mann-Whitney). Amplitude d

deteccdo: 1238M a 0,977M).
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Gréfico 14 - Produgdo de oOxido nitrico (WOpor macrofagos M1 provenientes de camundongos
C57BL/6. Os macrofagos foram cultivados na preseeceapilares vazios (controle) e de capilaresermitt os
cimentos endodonticos, Endofill e PCS EWT, por @gahk, estimulados e ndo cémanaerobiugP), com e sem

IFN-y (). O resultado representa a média de trés expatds realizados em triplicata. T indica o depadrao.

Sensibilidade: 128M a 0,97 uM).
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Gréafico 15 - Producdo de oxido nitrico (NOpor macréfagos M2 provenientes de camundongos

C57BL/6 IL-12/23p4d‘. Os macrofagos foram cultivados na presenca déaoep vazios (controle) e de
capilares contendo os cimentos endododnticos Ehao®CS EWT, por 72 horas, estimulados e ndo Bom
anaerobius(P), com e sem IFN-(l). O resultado representa a média de trés awpgetos realizados em
triplicata. T indica o desvio padrdo. SensibilidatZ5uM a 0,97 TuM).

5.6 Producéo de Fator de Necrose Tumoral (TNF)

O TNF é o principal mediador da resposta inflamat@Gguda a bactérias gram-
negativas e outros microrganismos infecciosos. iicjpal fungéo fisiolégica do TNF é
recrutar neutréfilos e macrofagos para o localnfieccéo e ativar estas células para erradicar
microrganismos (Lockslegt al, 2001). Entretanto, esta citocina pode ser respat por
muitas complicacbes sistémicas graves €tial, 2006). A producdo desta citocina, na
auséncia e/ou presenca dos cimentos endodonticagditada em cultura de macréfagos M1
e M2, estimulada e ndo confonucleatumF), P. anaerobiugP), na presenca e auséncia de
IFN-y (I). Os resultados estdo expressos nos Gréaficoe 16/. Tanto os macréfagos
inflamatérios M1 quanto M2 produziram TNF-ha auséncia de estimulo bacteriano. A
producdo de TNFr estimulada poF. nucleatumpor macréfagos M1 foi prejudicada pela
presenca do PCS EWT®. Entretanto, a pré-incubamdim ttom PCS EWT® quanto com
Endofill® interferiu com a producao desta citocpelos macréfagos M1 quando as culturas
foram estimuladas conf. anaerobiusna presenca de IFN-A producdo de TN

estimulada conf. nucleatumrma presenca de IF-por macréfagos M2, foi prejudicada pela
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presenca de ambos os cimentos. Por outro ladedagiio desta citocina por macrofagos M2
foi prejudicada somente pelo Endofill quando astucat foram estimuladas corg.
anaerobiusna presenca de IFN-Os resultados demonstram ainda que, comparands-se
grupos néo tratados com cimento (grupos contronacréfagos M1, quando estimulados
com P. anaerobiusna presenca de IF)Y- apresentaram um indice estatisticamente

significativo maior de producéo desta citocina, qugupo de macrofagos M2 (p<0,05).
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Gréfico 16- Producdo de TNF por macréfagos M1 pn@mes de camundongos C57BL/6, apbs 24
horas de incubacdo, na auséncia e presenca dostasmebturadores endodénticos Endofill e PCS EWT
estimulados e ndo cof nucleatum(F), P. anaerobius(P), com e sem IFN-(I). O resultado representa a
média de trés experimentos realizados em triplidaiadica o desvio padréo e * indica diferencatistica das
culturas pré-incubadas com os cimentos em relagdouliuras controle, sem cimento (p<0,05) (Tdste
Student e Mann-Whitney). # indica a diferenca ésttah entre as culturas de macréfagos M1 e M2mesnas
condi¢des (Mann-Whitney) Sensibilidade: 43,1pg/ml.
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Gréfico 17- Producéo de TNF por macréfagos M2 pnarges de camundongos C57BL/6 IL—121540
apos 24 horas de incubagao, na auséncia e predesncanentos obturadores endoddnticos Endofill 8 B&/T
estimulados e ndo cof nucleatum(F), P. anaerobius(P), com e sem IFN-(I). O resultado representa a
média de trés experimentos realizados em triplidaiadica o desvio padréo e * indica diferencatistica das
culturas pré-incubadas com os cimentos em relagdouliuras controle, sem cimento (p<0,05) (Tdstk
Student). # indica a diferenca estatistica entreudtsiras de macréfagos M1 e M2, nas mesmas coeslicd
(Mann-Whitney). Sensibilidade: 43,1pg/ml.

5.7Producéao de Interleucina-12 (IL-12)

A IL-12 € uma citocina heterodimérica que desempeanpapel central na polarizacéo
dos linfocitos T helper (Th) para o subtipo Thl tgbaet al, 1998), interligando a resposta
imune inata & adaptativa. E produzida pela ativalgiimondcitos e células dendriticas (Rogge
et al, 1997). Avaliou-se em cultura a producéo desteicia por macréfagos M1 estimulados
e ndo comFusobacterium nucleatur(F), Peptostreptococcus anaerobi(B), com e sem
IFN-y (1), na presenca e auséncia dos cimentos endodérdas duas marcas comerciais. A
producdo de IL-12p70 nédo foi detectada em culti@aanséncia de estimulo bacteriano.
Nenhum dos cimentos obturadores endoddnticos émtertom a producdo desta citocina
pelos macrofagos M1 estimulados e ndo demnucleatum(F), P. anaerobius(P), na

presenca ou auséncia de I} (Grafico 18).
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Grafico 18- Producéo de IL-12 por macréfagos Mlvpnientes de camundongos C57BL/6, ap6s 24

horas de incubacdo, na auséncia e presenca dostasmebturadores endodénticos Endofill e PCS EWT



65

estimulados e ndo cof nucleatum(F), P. anaerobius(P), com e sem IFN-(l). O resultado representa a

média de trés experimentos realizados em triplidatepresenta o desvio padréo. Sensibilidade pg@y.

5.8 Producéao de Interleucina-10 (IL-10)

A IL-10 é uma citocina do tipo Th2 que interferegattvamente com a sintese de
mediadores pro-inflamatorios, limitando a acéo ulecbes de células Thl (Awasti al,
2004), minimizando respostas imunes e consequentematologias inflamatérias (O'Garra
et al, 2004).

A producdo desta citocina foi avaliada em cultudes macréfagos M1 e M2
estimuladas e ndo com & nucleatum(F), P. anaerobius(P), com e sem IFN- (I), na
presenca e auséncia dos cimentos endodonticos iERd&CS EWT. Os resultados estéo
expressos nos Graficos 20 e 21. A producdo de IlInd® foi detectada em cultura de
macréfagos M1 e M2 na auséncia de estimulo basterdenhum dos cimentos obturadores
endodonticos interferiram com a producao destaio@opelos macrofagos M1 estimulados
comF. nucleatum(F), P. anaerobiugP), na presenca e auséncia de {HN- Por outro lado,

a pré-incubacédo com PCS EWT® interferiu com a pgadulesta citocina pelos macrofagos
M2 somente quando as culturas foram estimuladasReamaerobiusDemonstrou-se ainda,
gue, comparando 0s grupos nao tratados com cinfgnipos controle), os macrofagos M2,
guando estimuladosom F. nucleatumapresentaram um indice estatisticamente sigtiifica

maior de producédo desta citocina, que o grupo dedfegos M1 (p<0,05).
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Gréfico 19- Producéo de IL-10 por macréfagos Mlvprientes de camundongos C57BL/6, apos 72
horas de incubacdo, na auséncia e presenca dostasmebturadores endodénticos Endofill e PCS EWT
estimulados ou ndo cof nucleatum(F), P. anaerobius(P), com e sem IFN-(l). O resultado representa a
média de trés experimentos realizados em triplichtiadica o desvio padrédo e # indica a diferergtatestica
entre as culturas de macrofagos M1 e M2, nas mesomatcdes (Testede Student). Sensibilidade: 25,9pg/ml.
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Gréafico 20- Producdo de IL-10 por macréfagos M2vpnientes de camundongos C57BL/6 IL-

12/23p40/', apoés 72 horas de incubagdo, na auséncia e paesiEs;cimentos obturadores endodoénticos
Endofill e PCS EWT estimulados ou ndo cémnucleatum(F), P. anaerobius(P), com e sem IFN-(l). O
resultado representa a média de trés experimesatigados em triplicata. T indica o desvio padr&oirdica
diferenca estatistica das culturas pré-incubadas @® cimentos em relagdo as culturas controle, Gamanto
(p<0,05) (Teste de Student). # indica a diferenca estatisticaceatr culturas de macréfagos M1 e M2, nas

mesmas condi¢des (Testde Student). Sensibilidade: 25,9pg/ml.
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6 DiscussAo

O sucesso do tratamento endoddntico depende de iagmédtico e plano de
tratamento acurados, conhecimento da anatomia ®logia dentaria, além dos conceitos
tradicionais de limpeza e formatagcdo adequadasueagido tridimensional do SCR (Schilder,
1974; Johnson & Gutman, 2007). A obturacdo do SCR® estagio final do tratamento
endoddntico, a qual previne infiltracdo coronarieoataminacéo bacteriana, sela o apice aos
fluidos dos tecidos periapicais, além de selarrigamntes remanescentes no interior dos canais
(Delivanis et al, 1983). Durante a obturagcdo dos SCR, os cimeetm®oddnticos sao
utilizados em conjuncdo com um material obturaddids ou semi-sélido (Endodontists,
2004; Johnson & Gutman, 2007), permanecendo ematoorintimo com os tecidos
perirradiculares (Pulgar et al., 2002; Bernard &l&y, 2003).

No decorrer dos anos, varios pesquisadores véetraral@ a citotoxicidade dos
cimentos obturadores endodoénticos, utilizando-deratites metodologias (Hume, 1984;
Bratelet al,, 1998; Makeset al, 1996; de Oliveira Mendex al.,, 2003).

Neste trabalho, utilizando-se duas marcas comerd&rcimentos endodénticos a base
de 6xido de zinco e eugenol (ZOE), avaliou-se acsyacidade de atuagdo nas respostas de
macréfagos (M1 e M2) peritoneais murinos, dentees:eliabilidade celular, aderéncia ao
vidro, fagocitose dés. boulardij producdo de ROIs e NO, como também a producao das
citocinas TNF, IL-12 e IL-10.

Inicialmente verificamos a viabilidade celular daarofagos M1 e M2, na presenca e
auséncia dos cimentos endodonticos, que foram ®g@s culturas celulares de maneira
uniforme e estavel, conforme metodologia previameatgsenvolvida por nés (de Oliveira
Mendeset al, 2003). Os cimentos foram manipulados e inseridas extremidades de
capilares estéreis previamente cortados e colocamiosontato com as suspensdes celulares
de macréfagos. Capilares vazios foram utilizadasa@ontrole. A viablidade celular foi
determinada em placas de 24 pocos e em tubos gegpikeno, utilizando-se a técnica de
exclusao do azul de tripan. Esta técnica se basegxpulsdo deste corante por células viaveis
através da bomba de sédio e potassio, 0 que lesdéidas mortas a se tornarem impregnadas
pelo corante, apresentando-se com a coloragéo lazubaram-se, em placas de 24 pocos,
1x1C® células/mL por 2, 24 e 72 horas, nas mesmas ddesligitilizadas nos demais
experimentos (fagocitose, producédo de NO e dasicés TNF, IL-12 e IL-10). Nos tubos de

polipropileno, incubaram-se 1XA@élulas/ml por 2 e 24 horas, nas mesmas condicdes
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utilizadas nos experimentos de aderéncia e proddeaBOIls. Como os resultados foram
similares para ambos os macrofagos, M1 e M2, naepga dos cimentos PCS EWT e
Endofill, qualquer resultado obtido nos demaiset®sealizados, ndo podem, portanto, ser
atribuido a uma maior ou menor viabilidade celaar decorréncia do estimulo promovido
pelo cimento. Utilizando-se macréfagos peritone@isamundongos BALB/c incubados nas
mesmas condi¢des deste estudo e com os mesmogasna Oliveira Mendest al (2003)
demonstraram a mesma premidsatretanto, Melegarmt al (2006), utilizando a técnica de
exclusdo do azul de tripan relataram que o cimBuatt 801, a base de ZOE, causou morte
celular significativa em culturas de fibroblastoamacréfagos. Algum componente deste
cimento pode ter interferido com a viabilidade destélulas.

Ao se analisar a aderéncia dos macrofagos, M1 ensipresenca dos dois cimentos
endodonticos, PCS EWT e Endofill, observou-se qienesmos interferiram negativamente
na aderéncia de ambos os macréfagos ao vidro. @oadgréncia é o primeiro passo para o
processo fagocitico e para a apresentacdo de rodigeelos macréfagos inflamatérios
(Unanue & Allen, 1987), a interferéncia neste pssoce observada aqui, demonstra uma
capacidade dos cimentos endodoénticos avaliadosadifioar a resposta imune, nos sitios
perirradiculares. Nossos resultados assemelhantiseled obtidos por Sadeghe@t al
(2001) e Oliveira Mendest al (2003), utilizando-se macréfagos peritoneais pecados de
camundongos BALB/c, onde observaram-se que os timen base de ZOE prejudicam a
aderéncia celular. Muitos outros materiais util@zmdo transcurso da terapia endoddntica
também interferemn vitro, com a aderéncia de macrofagos. Dentre estesiamtegtam-se
o0 EDTA (Segurat al, 1996), hidréxido de calcio (Seguwrhal, 1997), hipoclorito de sddio a
525% e glutaraldeido a 1% (Jimenez-Rukb al, 1997), paramonoclorofenol e
paramonoclorofenol canforado (Lhametsal, 1997), perborato de sédio (Jimenez-Rubio &
Segura, 1998), eugenol (Segura & Jimenez-Rubio8)1939 Tifell (formocresol-eugenol)
(Seguraet al, 1998). Em conjunto, estes resultados remetera paimportancia de um
desbridamento efetivo dos SCR infectados, bem c@maidadosa observancia pelo clinico,
do momento exato de se proceder a obturacdo dos @GR vez que, como demonstrado
neste estudo, o cimento obturador que permanecerangmo contato com os tecidos
periodontais adjacentes, interfere negativamenteacesposta do hospedeiro.

Os macréfagos desempenham papel critico na imumiishada, fagocitando particulas
estranhas e produzindo citocinas. Atuam também conpmrtantes ceélulas acessorias e
efetoras na imunidade adquirida, apresentando esatigaos linfocitos T (Metgzer, 2000;

Fujiwara & Kobayashi, 2005). Devido a importancaptocesso fagocitico, tanto na resposta
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imune inata quanto na adaptativa, este estudo mmocavaliar a interferéncia dos dois
cimentos endoddnticos selecionados nos processadedéncia e fagocitose. Utilizando-se os
macrofagos M1 e M2, analisou-se sua capacidadegtecifar a levedur&accharomyces
boulardii, que, devido ao seu grande tamanho, favorece smagem durante os
procedimentos laboratoriais. Como os cimentosin@&sferiram na adesao das leveduras a
superficie de ambos os macréfagos, acredita-sesjomesmos ndo alteram 0s seus receptores
de adesdo. Sabe-se que o0s receptores para a Evetusdo os mesmos que medeiam a
adesdo de superficies plasticas. De acordo comorP€f996), glicanas presentes na
superficie de fungos parecem se ligar aos receptgagis” na superficie de macréfagos.

Por sua vez, ao se analisar a fagocitose, obsee/ogue 0 processo sofreu
interferéncia negativa dos cimentos em ambos ass tigelulares. O cimento Endofill,
contudo, nao interferiu na fagocitose $loboulardiipelos macréfagos M1. Atualmente, sabe-
se gue os macrofagos recuperados de camundongdB/8Adpresentam um pefil M2 (Mills
et al, 2000), similar aquele de macrofagos M2 recuperate camundongos C57BL6/IL-
12/23p40° (utilizados neste estudo) (Millst al, 2000; Bastost al, 2002). Resultados
similares aos encontrados aqui foram demonstraolodgpOliveira Mendest al. (2003), em
macrofagos de camundongos BALB/c, com prejuizo amgsso fagocitico celular, ap6s
incubagdo com os cimentos PCS EWT e Endofill, tanbesco quanto apos sua presa e por
Makesiet al (1996) que demonstraram que o processo fagocmlizado por macréfagos
peritoneais de ratos foi prejudicado na presenca atipins materiais obturadores
endodonticos, dentre eles, dois cimentos a basgQfe (Canals-N e Canals). De forma
interessante, observaram-se, neste estudo, queorir-se o numero de leveduras
fagocitadas, havia um maior numero 8e boulardii no citoplasma dos macréfagos M2
guando comparados aqueles M1. Resultados semeahantiam sido relatados por Basébds
al. (2002) e Rezendet al (2007).Este resultado, contudo, ndo se deve a uma irdéadier
dos cimentos endodoénticos na adesdo das levedwasedficie dos macrofagos M1 e M2,
conforme demonstrado nos testes de adesdo. E qrecitorar que a fagocitose é um
processo complexo que requer a ligacdo de recsptetelares com ligantes da superficie da
particula, uma rede de transducéo de sinais, cargardo citoesqueleto celular e uma série
dindmica de eventos de fusao, fissdo e remodeland@ninembrana do fagocito (Swanson &
Baer, 1995; Allen & Aderem, 1996; Desjardins, 2Q0@®)dendo ocorrer de forma distinta nos
dois tipos celulares, M1 ou M2. Este resultado psdedever, também, a uma maior

habilidade dos macréfagos M1 em eliminar a leveduie fora internalizada o que levaria a
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um menor numero durante a contagem nestas céhglesar de ndo termos encontrado dados
na literatura que corroboram com este fato.

ApoOs o engolfamento, a célula fagocitica submedatigeno a componentes toxicos e
enzimas, procurando elimina-lo (Karolin & Segal, 969 Os dois mecanismos
antimicrobianos de macréfagos ativados, mais berantificados e geneticamente
confirmados, séo os radicais intermediarios deémig (ROIs) e nitrogénio (NO) (Shiladt
al., 1999). Neste estudo investigaram-se se o0s oabmeahdodonticos interferiiam na
producdo de ROIs e NO por macréfagos M1 e M2. @bsese que ambos 0s cimentos
interferiram negativamente com a produc¢éo basatimelada de ROIs nos macrofagos M1,
o que foi também observado, de maneira signifiaatios macrofagos M2 estimulados pelo
cimento PCS EWT. A producéo de ROIs é dependentastiema NADPH fagocito oxidase
que € composto por subunidades proteicas locabzada membrana plasmatica e no
citoplasma dos macréfagos em repouso. A ativacdsAdaPH oxidase requer interagfes de
suas subunidades proteicas na membrana do fagosdomamacrofagos ativados. Os
resultados aqui observados, sugerem que os cimemdosionticos avaliados podem interferir
negativamente com estas interacbes protéicas eegd@ntemente, nos processos de
eliminacdo microbiana. Ao se comparar a produ¢cdB@és entre os macréfagos M1 e M2,
observou-se que o primeiros produziram niveis Bggtivamente maiores, tanto em relacao a
producao basal quanto em relagcédo a estimuladapeiosan. Esta maior produgéo observada
nos macrofagos M1 esta de acordo com os resultatiiados por Mosser (2003) e Rezende
et al. (2007).

Selecionando dois microrganismos sabidamente eidesiwnas infecgdes de origem
endodontica, drusobacterium nucleatura o Peptostreptococcus. anaerobigSundqvist,
1992; Lanneet al, 2001), na presenca e auséncia de JF8kte trabalho procurou avaliar o
papel dos cimentos Endofill e PCS EWT na producgoN®D, estimulandojn vitro,
macrofagos peritoniais murinos M1 e M2. Observogise 0s cimentos ndo interferiram com
a producédo de NO por macréfagos M1. Por outro ladarodugéo de NO pelos macrofagos
M2 foi inibida quando ativada cofm nucleatumna presenca e auséncia de N-Ie houver
uma interferéncia por parte dos cimentos, inibiadgintese de proteinas, a producdo de NO
pode estar sendo diminuida porque é dependent®@8.iOs macrofagos M1, quando
estimuladoscom F. nucleatumna presenca de IFi- apresentaram um indice maior
(estatisticamente significativo) de producdo de B o grupo de macréfagos M2, na

auséncia dos cimentos obturadores. Este resultadoporado por varios outros na literatura
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(Bogdanet al, 1991; Millset al, 2000; Bastost al, 2002; Mosser, 2003; Katt al, 2003),
demonstra que células com perfil pro-inflamatotipo( 1) sdo mais facilmente ativadas para
produzir NO. Por sua vez, as células do tipo 2ggpeeetam principalmente as citocinas TGF-
B, IL-10 e IL-4, as quais, inibindo a INOS e estiando a arginase, respondem
metabolicamente com baixos niveis de producao de(Mids et al, 2000; Bastot al,
2002; Mosser, 2003).

As citocinas desempenham papel importante na paegédas lesbes periapicais. Ja
foi demonstrado que a inflamacdo que ai ocorre éd&@wmente fruto da acdo direta de
microrganismos, mas também de mediadores proé-iafiamos, como as citocinas (Stashenko
et al, 1998). Neste estudo, avaliou-se se os cimettngamiores das duas marcas comerciais
interfeririam na producdo de TNK- IL-12 e IL-10 por macrofagos peritoneais de
camundongos M1 e M2. Procurando-se reproduzir @rpatalmente o que ocorie Vvivo
nos tecidos adjacentes a infeccdo endodoéntica, esgtelo analisou a producdo destas
citocinas, nas condicbes acima pré-estabelecidas,também, na presenca e auséncia dos
antigenos d&. nucleatume P. anaerobiusacrescidos e ndo de IRNO IFN-y € a principal
citocina ativadora de macréfagos e exerce func@iisas na imunidade inata e adaptativa
mediada por células (Schrodsral, 2004).

O TNF é uma citocina pré-infamatoria que exerce&das cruciais na ativacédo
e regulacdo das respostas inflamatorias e imurealégiOs fagdcitos mononucleares ativados
sao a fonte primordial desta citocina (Aggarwallp2, Xanthouleat al, 2004). De acordo
com Stashenket al (1990), o TNFa, nas lesbes periapicais, tem um papel relevante na
ativacdo osteoclastica. Neste estudo, observowseanto os macréfagos M1 quanto M2
produziram TNF na auséncia de estimulo bacteridiosser et al (2003) haviam
demonstrado que os macrofagos M2 e M1, quando @stilos, diferenciam-se apenas na
producao de IL-12 e IL-10, produzindo as demamcaitas de forma semelhante. Em resposta
ao estimulo com MTA, Rezena¢ al (2005) demonstrararm vitro, que a producéao de TNF
por macréfagos M1 e M2, na auséncia de qualquéenelst, se deu de forma semelhante ao
encontrado neste estudo. Com relacdo a producadNée apds estimulo bacteriano ou
acrescimo de IFNs na presenca dos cimentos endoddnticos, obsenaigaosas diferencas.
PCS EWT interferiu negativamente com a producatadsscina quando os macrofagos M1
foram estimulados pdf. nucleatum Ambos os cimentos prejudicaram a producdo de TNF
quando as culturas M1 foram estimuladas d®@manaerobiusna presenca de IFN-A

producdo desta citocina, estimulada cBmnucleatume IFN+y, por macrofagos M2, foi
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prejudicada na presenca de ambos os cimentos. doOfiEmterferiu negativamente com a
producdo desta citocina, por macréfagos M2, estidaucomP. anaerobiuspa presenca de
IFN-y. Estes resultados sugerem que 0s cimentos podernferit negativamente nas fases
iniciais da resposta imune. Nossos resultados dstmasam ainda que, comparando-se 0s
grupos néo tratados com cimento (grupos controe)nacréfagos M1, quando estimulados
com P. anaerobiusna presenca de IF{- apresentaram um indice estatisticamente
significativo maior de producao desta citocina, queupo de macréfagos M2. Encontramos
divergéncias na literatura no que diz respeitoo@lypgdo de citocinas frente a bactérias gram-
negativas e gram-positivas. Hessteal (2000) demonstraram que bactérias gram-positivas
sao importantes indutoras de IL-12 e que as grayativas estimulam preferencialmente a
producdo de IL-10; Karlsson et al. (2002) verifeoar que as bactérias gram-positivas
induziram niveis mais altos de producédo de IL-TNE& que as gram-negativas; Feeebal
(2003) e Rezendet al (2005) demonstraram o mesmo padréo de producéitodenas frente

a bactérias gram-positivas e gram-negativas. Essedtados divergentes podem ser devido as
diferentes espécies bacterianas testadas nestds®dtica claro, por estes resultados, que a
relacdo entre o tipo de citocina produzida por Wfagos e a similaridade entre a composi¢ao
da parede celular de diferentes espécies bacterigma a torna gram-positiva ou gram-
negativa é duvidosalParece, pelos resultados relatados, que diferesigécies interagem
com macroéfagos de formas diferentes, provocangmséss diversas.

A IL-12 é uma citocina pré-inflamatéria, produzigincipalmente pelas células
apresentadoras de antigeno ativadas por microrgagisu seus subprodutos, como também
pelos linfocitos T. E uma potente moduladora dagdes das células NK e T. Devido a sua
atividade sobre estes dois tipos celulares, a Ilfub2iona como um elo entre as respostas
imune inata e adaptativa (Gataiyal, 1998; Trinchieri, 2003). Sua deteccao foi meadar
apenas nas culturas de macrofagos M1, uma vez gjueaorofagos M2 sdo oriundos de
animais p40 knockouts e, consequentemente, ndessgm a IL-12p70. A producéo de IL-
12 néo foi detectada nas culturas na ausénciaslveudos bacterianos. Observou-se que a
producao desta citocina aumentou na presenca tiosikxs bacterianos e mais ainda, quando
acrescidos de IFN- Nossos resultados coincidem com os resultadosnéiacos por Maet
al. (1996); Hayest al (1998) e Rezendet al (2005). Desta forma, torna-se claro que
nenhum dos cimentos endodonticos avaliados interigsm a producdo da IL-12 pelos
macrofagos M1, sugerindo que os mesmos nao pramdias acbes mediadas por esta

citocina, durante as respostas as infec¢Oes pegiapAnteriormente, resultado similar havia
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sido relatado por de Oliveira Mendetsal (2003), que observaram que 0S mesmos cimentos
avaliados aqui, ndo interferiam com a producgdo ldd2l por macréfagos peritoneais
inflamatorios recuperados de camundongos BALBI/c.

A IL-10 é uma citocina do tipo Th2 que interferegativamente com a sintese de
mediadores proé-inflamatorios, limitando assim aoad@ funcdes de células Thl. (Awashi
al., 2004; O’Garreet al, 2004). Nas lesdes periapicais, a IL-10 inibeagéo osteoclastica
(Kawashimaet al, 1996; Stashenket al, 1998). Com o intuito de demonstrar se os
cimentos endoddnticos interferiram na producaolLe#0l por macrofagos M1 e M2, esta foi
avaliada apos o estimulo das células, na preseagséacia dos cimentos. Observou-se que a
IL-10 néo foi detectada nas culturas M1 e M2 ng&ads de estimulo bacteriano. Nenhum
dos cimentos obturadores endoddnticos interferim producdo desta citocina pelos
macrofagos M1 na presenca dos estimulos testadosuRo lado, a pré-incubacdo com PCS
EWT interferiu com a producdo desta citocina pefwcréfagos M2 somente quando as
culturas foram estimuladas cofh anaerobius Demonstrou-se ainda, que, comparando 0s
grupos néo tratados com cimento (grupos controe)nacréfagos M2, quando estimulados
com F. nucleatumproduziram mais IL-10 que o grupo de macrofagds Miste resultado
coincide com os trabalhos de Rezeatal (2005).

Demonstramos, mais uma vez, que 0os cimentos entioo® PCS EWT e Endofill
interferiram negativamente com importantes atividadle macréfagos. Por esta razao,

sugerimos que a extrusdo dos cimentos aos tecalvagiculares deve ser evitada.
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7 CONCLUSOES

Pdde observar-se que:

* Os cimentos PCS EWT e Endofill n&o interferiram wiabilidade celular de
macrofagos M1 e M2.

e Os cimentos PCS EWT e Endofill inibiram a aderémi@amacrofagos M1 e M2 ao
substrato; a fagocitose d&. boulardii por macrofagos M2; a producdo basal e
estimulada de ROIs por macréfagos M1; a producddN@eestimulados confr.
nucleatum + IFNy por macrofagos M2; a producdo de TNF estimuladia R
anaerobius+ IFN-y por macrofagos M1 e a producdo de TNF estimulasha .
nucleatum + IFNy por macréfagos M2;

« PCS EWT interferiu negativamente com a fagocitas& dboulardii por macréfagos
M1; com a producdo basal de ROIs por macrofagos dd@) a producdo de TNF
estimulada comF. nucleatumpor macréfagos M1 e com a producdo de IL-10,
estimulada con®. anaerobiuspor macrégfagos M2.

e O Endofill inibiu a produgéo de TNF, estimulada paranaerobius + IFNy;, por

macrogafos M2.

Assim, concluiu-se que os cimentos endodoénticosoflhde PCS EWT interferem
negativamente com importantes respostas efetorasndmrofagos e que a extrusao dos
mesmos para os tecidos periradiculares no momentibtliracdo do SCR deve ser evitada.
Podemos especular que em presenca de infeccdo masamde existir a possibilidade da
persisténcia do microrganismo na regido, a obtordgdSCR n&o devera ser realizada, pelo

menos neste momento.
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9 ANEXOS

TABELA 1 - Andlise descritiva dos experimentos estacdo ao nimero de células M1 aderidas ao

vidro, na presenca dos capilares com e sem os wmdas duas marcas comerciais.

Medidas descritivas

Cimento Média Minimo Méximo Desvio-Padréao

Controle 149,000 129,00 179,00 26,457

Endofill 82,666 75,00 91,00 8,020
PCS EWT 93,666 85,00 104,00 9,609

TABELA 2 — Resultados da andlise estatistica pararoero de macréfagos M1 aderidos ao vidro, apés

exposicdo aos cimentos endoddnticos das duas n@ncesciais.

Grupos Valor p Teste
Controle x Endofill 0,014* t de student
Controle x PCS EWT 0,027* t de student

TABELA 3 - Analise descritiva dos experimentos estacdo ao nimero de células M2 aderidas ao

vidro, na presenca dos capilares com e sem os wmdas duas marcas comerciais.

Medidas descritivas

Cimento Média Minimo Maximo Desvio-Padréo

Controle 155,000 142,00 164,00 11,532

Endofill 88,666 78,00 97,00 9,712
PCS EWT 106,000 98,00 112,00 7,211

TABELA 4 - Resultados da andlise estatistica panaroero de macrofagos M2 aderidos ao vidro, apés

exposigdo aos cimentos endoddnticos das duas nwCEsCiais.

Grupos Valor p Teste

Controle x Endofill 0,002* t de student
Controle x PCS EWT 0,003* t de student
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TABELA 5 - Resultados da andlise estatistica paraimero de macréfagos M1 e M2 aderidos ao

vidro.

Grupos Valor p Teste

controle M1 X controle M2 0,735 t de student

TABELA 6 - Analise descritiva dos experimentos egtacao ao nimero de células M1 com leveduras
aderidas, ap6s 1 hora de incubacéo Soroulardij na presenca dos capilares com e sem 0s cimegsoduds

marcas comerciais.

Medidas descritivas

Cimento Média Minimo Maximo Desvio-Padréo

Controle 248,333 218,00 297,00 42,571

Endofill 272,333 252,00 294,00 21,031
PCS EWT 314,333 294,00 337,00 21,594

TABELA 7 - Resultados da analise estatistica paralmero de macréfagos M1 com leveduras

aderidas, ap6s exposi¢éo aos cimentos endododésoduas marcas comerciais.

Grupos Valor p Teste
Controle x Endofill 0,039* ou 0,431 t de student
Controle x PCS EWT 0,045* ou 0,075 t de student

TABELA 8 - Andlise descritiva dos experimentos estacdo ao nimero de células M1 com leveduras
fagocitadas, apds 1 hora de incubagdo Sorhoulardij na presenca dos capilares com e sem os cimeasos d

duas marcas comerciais.

Medidas descritivas

Cimento Média Minimo Maximo Desvio-Padréo

Controle 323,666 299,00 355,00 28,589

Endofill 347,666 311,00 386,99 37,527
PCS EWT 246,000 225,00 273,00 24,556

TABELA 9 - Resultados da andlise estatistica paraumero de macréfagos M1 com leveduras

fagocitadas, ap6s exposi¢éo aos cimentos endodémias duas marcas comerciais.
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Grupos Valor p Teste
Controle x Endofill 0,066 t de student
Controle x PCS EWT 0,023* t de student

TABELA 10 — Analise descritiva dos experimentos etacdo ao numero de células M2 com leveduras
aderidas, ap0s 1 hora de incubacdo Sorhoulardij na presenca dos capilares com e sem os cimesgoduds

marcas comerciais.

Medidas descritivas

Cimento Média Minimo Méaximo Desvio-Padréo

Controle 254,000 240,00 268,00 14,000

Endofill 294,333 268,00 318,00 25,106
PCS EWT 278,000 202,00 354,00 76,000

TABELA 11 - Resultados da andlise estatistica pamalimero de macrofagos M2 com leveduras

aderidas, apds exposicao aos cimentos endodddtsoduas marcas comerciais.

Grupos Valor p Teste
Controle x Endofill 0,072 t de student
Controle x PCS EWT 0,619 t de student

TABELA 12 - Andlise descritiva dos experimentos eiacdo ao nimero de células M2 com leveduras
fagocitadas, apés 1 hora de incubacédo &orhoulardij na presenca dos capilares com e sem os cimeasos d

duas marcas comerciais.

Medidas descritivas

Cimento Média Minimo Méximo Desvio-Padrao
Controle 427,666 413,00 441,00 14,047
Endofill 184,333 167,00 202,00 17,502

PCS EWT 232,333 213,00 248,00 17,785
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TABELA 13 - Resultados da andlise estatistica pamlimero de macrofagos M2 com leveduras

fagocitadas, apds exposicdo aos cimentos endodémtas duas marcas comerciais.

Grupos Valor p Teste
Controle x Endofill <0,001* t de student
Controle x PCS EWT <0,001* t de student

TABELA 14 - Resultados da analise estatistica panéimero de leveduras aderidas/macrofagos M1 e
M2.

Grupos Valor p Teste

controle M1 X controle M2 0,837 t de student

TABELA 15 - Resultados da analise estatistica panamero de leveduras fagocitadas/macréfagos M1

e M2.

Grupos Valor p Teste

controle M1 X controle M2 0,05 t de student

TABELA 16 - Medidas descritivas dos experimentos retacdo a producdo de NO por macréfagos
M1, apés 72 horas de incubacédo, na auséncia engeedes cimentos das duas marcas comerciais, Eresc

néo de 10UFC deF. nucleatunmL (F) com e sem 10U/ml de IF{N().
Medidas descritivas

Cimento Meio Média Minimo Maximo Desvio-Padréo
Mo 4,110 1,75 7,26 2,838
Controle Mo + F 64,515 15,20 96,69 43,364
Mo+ F+1 104,040 93,93 111,69 9,131
Mo 2,150 0,73 4,67 2,191
Endofill Mo + F 22,431 7,64 39,70 16,174
Mo+ F+I| 81,978 69,79 89,86 10,704
Mo 2,644 1,18 4,91 1,992
PCSEWT Mo+F 38,886 4,95 77,99 36,792

Mo+F+1| 84,386 67,00 95,13 15,200
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TABELA 17 — Resultado da andlise estatistica papaoducdo de NO de macrofagos M1 incubados

com os cimentos endoddnticos das duas marcas damerom e sem estimulo das bactérias gram-negativa

acrescidas e ndo de IRN-

Grupos

Teste

Controle x Endofill

Controle x PCS EWT

Meio Valor p
Mo 0,397

Mo + F 0,190
Mo+ F + 1 0,053
Mo 0,505

Mo + F 0,479
Mo + F + 1 0,127

t de student

t de student
t de student
t de student

t de student
t de student

TABELA 18 - Medidas descritivas dos experimentos tacdo a producdo de NO por macrofagos

M1, apds 72 horas de incubagdo, na auséncia engeedes cimentos das duas marcas comerciais, Besc
néo de 10UFC deP.anaerobiusnL (P) com e sem 10U/ml de IFNd).

Medidas descritivas

Cimento Meio Média Minimo Maximo Desvio-Padréo
Mo 4,110 1,75 7,26 2,838
Controle Mo + P 21,240 1,89 48,66 24,407
Mo+P+1 73,857 52,14 99,64 24,009
Mo 2,150 0,73 4,67 2,191
Endofill Mo + P 9,072 5,15 1,57 3,438
Mo+P+1 67,741 53,21 84,49 15,754
Mo 2,644 1,18 4,91 1,992
PCS EWT Mo + P 4,654 2,81 7,78 2,719
Mo+ P+1 51,089 41,82 57,32 8,183
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TABELA 19 - Resultado da analise estatistica papaglucao de NO de macrofagos M1 incubados

com os cimentos endodénticos das duas marcas dammertom e sem estimulo das bactérias gram-positiva

acrescidas e ndo de IRN-

Grupos Meio Valor p Teste
Mo 0,491 t de student
Controle x Endofill Mo + P 0,441 t de student
Mo + P +1 0,731 t de student
Mo 0,217 t de student
Controle x PCS EWT Mo + P 0,513 Mann-Whitney
Mo + P +1 0,195 t de student

TABELA 20 — Medidas descritivas dos experimentos refacdo a producdo de NO por macrofagos

M2, apds 72 horas de incubagdo, na auséncia engeedes cimentos das duas marcas comerciais, Buesc

néo de 10UFC deF. nucleatunmL (F) com e sem 10U/ml de IF{N¢)
Medidas descritivas

Cimento Meio Média Minimo Maximo Desvio-Padréo
Mo 30,725 21,22 38,04 8,621
Controle Mo + F 63,864 58,22 69,43 5,603
Mo+ F+1 79,297 75,13 83,46 4,166
Mo 0,482 0,39 0,64 0,134
Endofill Mo + F 39,963 39,51 40,79 0,716
Mo+ F+1 48,098 43,77 54,14 5,390
Mo 0,996 0,82 1,17 0,175
PCSEWT Mo+F 43,099 39,15 48,14 4,589
Mo+ F+1 38,392 37,00 40,92 2,195
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TABELA 21 - Resultado da analise estatistica papaglucao de NO de macrofagos M2 incubados

com os cimentos endoddnticos das duas marcas dammerom e sem estimulo das bactérias gram-negativa

acrescidas e ndo de IRN-

Grupos Meio Valor p Teste
Mo 0,056 t de student
Controle x Endofill Mo + F 0,002* t de student
Mo +F + 1| <0,001* t de student
Mo 0,060 t de student
Controle x PCS EWT Mo + F 0,008* t de student
Mo +F + 1 <0,001* t de student

TABELA 22 - Medidas descritivas dos experimentos tacdo a producdo de NO por macrofagos

M2, apds 72 horas de incubagdo, na auséncia engeedes cimentos das duas marcas comerciais, Buesc

néo de 10UFC deP. anaerobiusnL (P) com e sem 10U/ml de IFN).

Medidas descritivas

Cimento Meio Média Minimo Maximo Desvio-Padréo
Mo 5,307 3,91 6,82 1,455
Controle Mo + P 11,351 7,26 17,67 3,942
Mo+P+1 96,383 33,11 167,36 67,454
Mo 4,356 1,58 5,82 2,403
Endofill Mo + P 8,27 4,57 6,11 1,011
Mo+ P+1 28,217 19,69 39,52 10,202
Mo 3,773 3,07 4,31 0,632
PCS EWT Mo + P 4,949 4,25 6,11 1,011
Mo+P+1 17,871 7,81 35,33 15,166
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TABELA 23 - Resultado da analise estatistica papaglucao de NO de macrofagos M2 incubados

com os cimentos endodénticos das duas marcas dammertom e sem estimulo das bactérias gram-positiva
acrescidas e ndo de IRN-

Grupos Meio Valor p Teste
Mo 0,057 t de student
Controle x Endofill Mo + P 0,477 t de student
Mo+ P +1 0,159 t de student
Mo 0,062 t de student
Controle x PCS EWT Mo + P 0,057

Mann-Whitney
Mo+ P +1 0,121 t de student

TABELA 24 - Resultado da analise estatistica paproalucdo de NO de macrofagos M1/M2 com e
sem estimulo das bactérias gram-negativas e graitivas, acrescidas e nao de I§N-

Grupos Meio Valor p Teste
Mo 0,551 t de student
Mo + F 0,07 t de student
controle M1 X controle M2 Mo + F + | 0,013 Mann-Wney
Mo + P 0,531 t de student
Mo + P +1 0,615 t de student

TABELA 25 - Medidas descritivas da producdo de R@#presentada pelo calculo da area sob a curva)

pelos macrofagos M1 pré-incubados com os capilamstendo ou ndo os cimentos da diferentes marcas
comerciais por 24h, com e sem estimulo dephticulas de zymosan/mL.

Medidas descritivas

Cimento Estimulo Média Minimo Maximo Desvio-Padrao
Controle Sem zymosan 83866,27 86241 102112 5325,75
Com zymosan 194556,5 115897,5 329855 78559
Endofill Sem zymosan  176869,11 714519 129112 19808,
Com zymosan  119349,5 112138,5 191958,5 38898,02
PCS EWT Sem zymosan 71430,80 59064 76234 5917,040

Com zymosan 121983 92683,5 205532 57763
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TABELA 26 - Resultados da analise estatistica dalpgao de ROIs (representada pelo célculo da area
sob a curva) de macrofagos M1 pré incubados coomoentos endoddnticos das duas marcas comeraasec

sem estimulo daymosan.

Grupos Estimulo Valor p Teste
Controle x Endofill Sem zymosan 0,05 Mann-Whitney
Com zymosan 0,05 Mann-Whitney
Controle x PCS EWT Sem zymosan 0,043 t de student
Com zymosan 0,024 t de student

TABELA 27 - Medidas descritivas da producao de R@#presentada pelo calculo da area sob a curva)
pelos macrofagos M2 pré-incubados com os capilamstendo ou ndo os cimentos da diferentes marcas

comerciais por 24h, com e sem estimulo dephticulas de zymosan/mL.

Medidas descritivas

Cimento Estimulo Média Minimo  Maximo  Desvio-Padréo
Controle Sem zymosan  103876,27 98241 109512 5635,75
Com zymosan  234896,5 145337,5 324455,5 89559,0
Endofill Sem zymosan  103869,17 84519 135612 27708,9
Com zymosan  159579,7 105238,5 202058,5 49488,02
PCSEWT Sem zymosan 86430,50 82064 94286 6817,036
Com zymosan 151283 102883,5 206534 52163,82

TABELA 28 - Resultados da analise estatistica dalpgao de ROIs (representada pelo célculo da area
sob a curva) de macrofagos M2 pré incubados coomoentos endoddnticos das duas marcas comeraasec

sem estimulo do zymosan.

Grupos Estimulo Valor p Teste
Controle x Endofill Sem zymosan 1 t de student
Com zymosan 0,271 t de student
Controle x PCS EWT Sem zymosan 0,027 t de student

Com zymosan 0,235 t de student




TABELA 29 - Resultado da andlise estatistica parpr@ducdo de ROIs (area sob a curva) de

macréfagos M1/M2 com e sem estimulo de zymosan.
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Grupos Meio Valor p Teste
Com zymozan 0,05 Mann-Whitney
controle M1 X controle M2 ~ Sem zymosan 0,05 Mann-iey

TABELA 30 - Medidas descritivas dos experimentos sgtacdo a producdo de IL-12 p70 por

macréfagos M1, apds 24h de incubacdo, na ausénpia@senca dos cimentos das duas marcas comerciais,

acrescidos e ndo de10FC deF. nucleatunfmL (F) com e sem 10U de IF{e 10 UFC deP. anaerobiusnlL

(P) também com e sem 10U de IFKB.
Medidas descritivas

Cimento Meio Média Minimo Maximo Desvio-Padrao
MO * * * -
Mo + F 69,2373 65,18 71,34 3,51190
controle Mo+ F + 1 89,6187 76,64 99,85 11,84566
MO * * * -
Mo + P 64,4107 58,93 68,20 4,85881
Mo+ P +1 85,5437 74,01 98,67 12,40811
MO * * * -
Mo + F 68,1477 63,10 70,92 437484
Endofill Mo + F + 1 84,7887 73,35 96,09 11,36608
MO * * * -
Mo + P 66,5777 64,06 69,37 2,66406
Mo+ P +1 70,8637 58,67 77,32 10,56699
MO * * * -
Mo + F 69,0513 63,35 71,93 4,94187
PCS EWT Mo + F + 1 79,7053 70,54 86,94 8,36608
MO * * * -
Mo + P 66,6957 63,31 70,91 3,86620
Mo+ P +1 79,1077 66,51 86,14 10,93709

* valores abaixo do nivel de deteccéo
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TABELA 31 - Resultados da analise estatistica gamroducédo de IL-12p70 de macréfagos M1

incubados por 24h, com os cimentos das duas maaasrciais com e sem a presenca das bactErias

nucleatumcom e sem IFNre P. anaerobiustambém com e sem IFN-

Grupos Estimulo Valor p Teste

Controle x Endofill Mo + F 0,400 Mann-Whitney

Mo+ F + | 0,637 t de student

Mo + P 0,535 t de student

Mo + P +1 0,194 t de student
Controle x PCS EWT Mo + F 0,700 Mann-Whitney

Mo + F + | 0,302 t de student

Mo + P 0,559 t de student

Mo + P +1 0,537 t de student




TABELA 32 - Medidas descritivas dos experimentos refacdo a produgdo de TNF por macrofagos
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M1, apds 24h de incubacgéo, na auséncia e presesgzrdentos das duas marcas comerciais, acreseidas
de 1d UFC deF. nucleaturfmL (F) com e sem 10U de IF{e 10 UFC deP. anaerobiuénL (P) também com
e sem 10U de IFNHI).

Medidas descritivas

Cimento Meio Média Minimo Maximo Desvio-Padréo
Mo 1163,8133 998,76 1293,81 150,61658
Mo + F 3384,6023 2007,88 5707,67 1407,130
Controle Mo + F + | 4929,2833 2169,89 8790,25 2338,
Mo 1018,8597 923,14 1141,33 111,52796
Mo + P 2310,3583 1177,82 3947,99 885,42633
Mo+ P +1 3838,8891 1973,04 7177,18 1722,482
Mo 1563,5200 1371,50 1761,17 194,89600
Mo + F 3533,9324 1977,33 6123,80 1449,071
Endofill Mo+ F + 1| 4187,0445 1909,06 6873,91 18797,
Mo 1029,2810 779,29 1212,53 224,19667
Mo + P 2310,3583 1177,82 3947,99 885,42633
Mo+ P +1 2767,0480 1801,77 4047,30 942,62007
Mo 2822,5726 2023,52 3706,25 626,58796
Mo + F 3533,9324 1977,33 6123,80 1449,071
PCS EWT Mo + F + 1 3838,8891 1973,04 7177,18 17832.,4
Mo 1204,0400 1038,50 1435,80 206,76228
Mo + P 2482,1580 1663,08 3420,37 745,79483
Mo+ P +1 2822,5726 2023,52 3706,25 626,58796
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TABELA 33 — Resultados da analise estatistica pgoeoducéo de TNF de macréfagos M1 incubados

por 24h, com os cimentos das duas marcas comecoaise sem a presenca das bactétiasucleatuncom e

sem IFNy e P. anaerobiustambém com e sem IF{-

Grupos Estimulo Valor p Teste
Mo 0,311 t de student
Controle x Endofill Mo + F 0,591 t de student
Mo +F + | 0,306 t de student
Mo 0,167 t de student
Mo + P 0,066  tde student
Mo + P + 1| 0,050 Mann-Whitney
Mo 0,163 t de student
Controle x PCS EWT Mo + F 0,034 t de student
Mo+ F + | 0,119 Mann-Whitney
Mo 0,050 t de student
Mo + P 0,056 t de student
Mo+ P +1 0,050 t de student
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TABELA 34 - Medidas descritivas dos experimentos refacdo a produgdo de TNF por macrofagos

M2, apds 24h de incubacgdo, na auséncia e presesgzrdentos das duas marcas comerciais, acreseidas

de 1d UFC deF. nucleaturfmL (F) com e sem 10U de IF{e 10 UFC deP. anaerobiuénL (P) também com
e sem 10U de IFNHI).

Medidas descritivas

Cimento Meio Média Minimo Maximo Desvio-Padréo
Mo 1611,9600 1547,08 1703,93 81,85891
Mo + F 3384,6023 2007,88 5707,67 1407,130
Controle Mo + F + | 4187,0445 1909,06 6873,91 1829,
Mo 1204,0400 1038,50 1435,80 206,76228
Mo + P 2822,5726 2023,52 3706,25 626,58796
Mo+ P +1 3838,8891 1973,04 7177,18 1722,482
Mo 1161,8267 1109,48 1253,89 79,97889
Mo + F 2219,3418 1106,92 3735,00 832,27795
Endofill Mo+ F + | 3384,6023 2007,88 5707,67 1400
Mo 1227,0623 800,96 1849,14 550,99635
Mo + P 2429,8796 1923,47 2923,10 378,25022
Mo+ P +1 2822,5726 2023,52 3706,25 626,58796
Mo 1018,8597 923,14 1141,33 111,52796
Mo + F 2310,3583 1177,82 3947,99 885,42633
PCS EWT Mo+ F + 1| 4929,2833 2169,89 8790,25 2378,3
Mo 1658,4783 875,82 2299,59 722,36519
Mo + P 2491,8211 1837,78 3662,94 571,20413
Mo+ P +1 3384,6023 2007,88 5707,67 1407,130
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TABELA 35 — Resultados da analise estatistica pgoeoducéo de TNF de macréfagos M2 incubados

por 24h, com os cimentos das duas marcas comecoaise sem a presenca das bactétiasucleatuncom e

sem IFNy e P. anaerobiustambém com e sem IF{-

Grupos Estimulo Valor p Teste
Mo 0,246 t de student
Controle x Endofill Mo + F 0,378  tde student
Mo +F + | 0,026 t de student
Mo 0,167 t de student
Mo + P 0,066  tde student
Mo + P + 1| 0,050 Mann-Whitney
Mo 0,378 t de student
Controle x PCS EWT Mo + F 0,403 t de student
Mo+ F + | 0,034  tde student
Mo 0,050 Mann-Whitney
Mo + P 0,056 t de student
Mo+ P +1 0,050 Mann-Whitney

TABELA 36 — Resultados na andlise estatistica pamgoducdo de TNF de macréfagos M1 e M2

incubados por 24h, estimulados com as bactétiasicleatuntom e sem IFNre P. anaerobiustambém com e

sem IFNy.
Grupos Estimulo Valor p Teste
Mo 0,160 t de student
Mo + F 0,080 t de student
controle M1 X controle M2 Mo + F + | 0,090 t de déunt
Mo 0,777 t de student
Mo + P 0,099 t de student
Mo + P +1 0,050 Mann-Whitney




TABELA 37 - Medidas descritivas dos experimentosretacdo a producéo de IL-10 por macréfagos
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M1, apds 72h de incubacéo, na auséncia e presesgzrdentos das duas marcas comerciais, acreseidas

de 1d UFC deF. nucleaturfmL (F) com e sem 10U de IF{e 10 UFC deP. anaerobiuénL (P) também com
e sem 10U de IFNHI).

Medidas descritivas

Cimento Meio Média Minimo Maximo Desvio-Padrao
MO * * * -
Mo + F 1658,4783 875,82 2299,59 722,36519
Controle Mo + F + | 1067,0893 647,67 1507,05 439005
MO * * * -
Mo + P 1029,2810 779,29 1212,53 224.,19667
Mo + P + | 675,1000 411,89 897,77 245,45981
MO * * * -
Mo + F 1351,6253 843,09 1802,68 482,37281
Endofill Mo + F + 1 880,6020 612,36 1196,20 294,786
MO * * * -
Mo + P 926,5660 667,28 1128,39 235,86374
Mo+ P +1 741,0663 565,15 898,97 167,63689
MO * * * -
Mo + F 1227,0623 800,96 1849,14 550,99635
PCS EWT Mo + F + 1 775,3527 566,18 1164,42 337,601
MO * * * -
Mo + P 808,1860 649,97 999,49 177,267442
Mo+ P +1 509,5647 441,63 641,21 114,02355

* valores abaixo do nivel de deteccéo
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TABELA 38 — Resultados da andlise estatistica pggeoducéo de I1L-10 de macrofagos M1 incubados

por 72h, com os cimentos das duas marcas comecoaise sem a presenca das bactétiasucleatuncom e

sem IFNy e P. anaerobiustambém com e sem IF{-

Grupos Estimulo Valor p Teste
Controle x Endofill Mo + F 0,853 t de student
Mo+ F + 1| 0,917 t de student
Mo + P 0,614 t de student
Mo + P +1 0,720 t de student
Controle x PCS EWT Mo + F 0,872 t de student
Mo+ F + 1| 0,545 t de student
Mo + P 0,251 t de student
Mo + P +1 0,513 Mann-Whitney
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TABELA 39 - Medidas descritivas dos experimentosretacdo a producéo de IL-10 por macréfagos
M2, apds 72h de incubacéo, na auséncia e presesgzrdentos das duas marcas comerciais, acreseidas
de 1d UFC deF. nucleaturfmL (F) com e sem 10U de IF{e 10 UFC deP. anaerobiuénL (P) também com
e sem 10U de IFNHI).
Medidas descritivas

Cimento Meio Média Minimo Maximo Desvio-Padrao
Mo * * * -
Mo + F 1611,9600 1547,08 1703,93 81,85891
Controle Mo +F+1 1228,7000 1087,27 1462,14 203,66949
MO * * * -
Mo + P 1302,5633 1203,68 1399,62 97,98277
Mo+ P +1 1018,8597 923,14 1141,33 111,52796
Mo * * * -
Mo + F 1563,5200 1371,50 1761,17 194,89600
Endofil Mo+ F+1 1204,0400 1038,50 1435,80 206,76228
Mo * * * -
Mo + P 1215,5910 995,58 1408,05 207,60893
Mo+P+1 1163,8133 998,76 1293,81 150,61658
MO * * * -
Mo + F 1568,3700 1451,26 1678,03 113,56842
PCSEWT Mo+ F+1 1079,7167 1019,70 1130,63 56,02249
MO * * * -
Mo + P 1081,0357 999,85 1172,70 86,90135
Mo+P+1 1161,8267 1109,48 1253,89 79,97889

* valores abaixo do nivel de deteccéo
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TABELA 40 — Resultados da andlise estatistica pggeoducéo de I1L-10 de macrofagos M2 incubados

por 72h, com os cimentos das duas marcas comecoaise sem a presenca das bactétiasucleatuncom e

sem IFNy e P. anaerobiustambém com e sem IF{-

Grupos Estimulo Valor p Teste

Controle x Endofill Mo + F 0,712 t de student
Mo+ F + 1| 0,890 t de student

Mo + P 0,548 t de student

Mo + P +1 0,251 t de student

Controle x PCS EWT Mo + F 0,618 t de student

Mo+ F + 1| 0,289 t de student

Mo + P 0,043 t de student

Mo + P +1 0,146 t de student

TABELA 41 — Resultados na analise estatistica papgoducédo de IL-10 de macréfagos M1 e M2

incubados por 72h, estimulados com as bactétiasicleatuntom e sem IFNre P. anaerobiustambém com e

sem IFNy.
Grupos Estimulo Valor p Teste
Mo + F 0,012 t de student
controle M1 X controle M2 Mo +F + | 0,096 t de céunt
Mo + P 0,125 t de student
Mo + P + 1 0,092 t de student




