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RESUMO 

 

 

Os cimentos obturadores endodônticos, podem entrar em contato com os tecidos 

perirradiculares no momento da obturação, mesmo quando não são grosseiramente forçados 

através dos vários portais de saída do Sistema de Canais Radiculares (SCR). Por isso, a 

questão da biocompatibilidade reveste-se da maior importância. Os macrófagos atuam como 

importantes células acessórias e efetoras nas respostas imunes. Recentemente, a literatura 

demonstrou que os macrófagos podem ser divididos em dois tipos: M1 (ativados pela 

produção de IL-12) e M2 (ativados alternativamente na ausência de IL-12), de acordo com 

sua habilidade em produzir diferentes tipos de respostas. Neste estudo analisamos o efeito de 

dois cimentos obturadores endodônticos (PCS EWT® e Endofill®) sobre a atividade de 

macrófagos inflamatórios M1 (provenientes de camundongos C57BL/6) e M2 (provenientes 

de camundongos C57BL/6 IL-12/23p40-/-), onde avaliamos a viabilidade, a aderência ao 

vidro, a fagocitose de Saccharomyces boulardii, a produção de Radicais Intermediários de 

Oxigênio (ROIs), estimulada e não com zymosan, como também a produção de Óxido Nítrico 

(NO) e das citocinas TNF, IL-12 e IL-10 estimulada e não com Fusobacterium nucleatum e 

Peptostreptococcus anaerobius, na presença e ausência de IFN-γ. A viabilidade celular não 

foi alterada na presença de ambos cimentos obturadores, entretanto a aderência ao vidro e a 

fagocitose foram prejudicadas.  Os cimentos testados interferiram na produção de ROIs pelos 

macrófagos M1, não afetando a produção destes radicais pelos macrófagos M2. 

Contrariamente, a produção de NO por macrófagos M1 não foi alterada na presença dos 

cimentos enquanto os mesmos inibiram a produção de NO pelos macrófagos M2 estimulados 

com F. nucleatum. Nenhum dos cimentos obturadores endodônticos interferiu com a 

produção de IL-12p70 pelos macrófagos M1. A produção de TNF-α, estimulada por F. 

nucleatum, por macrófagos M1, foi prejudicada na presença do PCS EWT®. Entretanto, a 

pré-incubação tanto com PCS EWT® quanto com Endofill® interferiu negativamente com a 

produção desta citocina pelos macrófagos M1 quando as culturas foram estimuladas com P. 

anaerobius na presença de IFN-γ. A produção de TNF-α estimulada com F. nucleatum na 

presença de IFN-γ, por macrófagos M2, foi prejudicada na presença de ambos os cimentos. 

Por outro lado, a produção desta citocina por macrófagos M2 foi prejudicada somente pelo 

Endofill® quando as culturas foram estimuladas com P. anaerobius na presença de IFN-γ. A 

produção de IL-10 por macrófagos M1 não foi alterada na presença de ambos os cimentos. 



PCS EWT® inibiu a produção de IL-10 pelos macrófagos M2 somente quando as culturas 

foram estimuladas com P. anaerobius. Podemos concluir que os cimentos obturadores 

testados podem inibir a atividade de macrófagos.  
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ABSTRACT 

 

 

Root canal sealers are brought into contact with periapical tissues when finishing 

endodontic therapy, even when they are not severely extruded through root canal orifices. 

Therefore, their biological properties are considered to be important. Macrophages have a 

central role in both innate immunity and adoptive responses. Recent studies have revealed that 

there are two types of macrophages: M1 (activated by IL-12) and M2 (activated in the 

absence of IL-12) based on their ability to produce different responses. This study aimed at 

analyzing the effect of two endodontic sealers (PCS EWT® and Endofill®) on the activity of 

M1 (obtained from C57BL/6 mice) and M2 (obtained from IL-12/23 p40 deficient C57BL/6 

mice) inflammatory macrophages. Cellular viability, cellular adherence, phagocytosis of S. 

boulardii, production of reactive oxygen intermediates (ROIs), nitric oxide (NO), TNF, IL-12 

and IL-10 were assessed. Production of ROIs was stimulated by zymosan. Production of 

cytokines was stimulated with Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus anaerobius and 

IFN-γ. Cellular viability was not affected in the presence of either endodontic sealers 

however, the adherence and the phagocytic activity were impaired. Both sealers inhibited 

ROIs production only by M1 macrophages. On the other hand, NO production by M1 

macrophages was not affected by the sealers, while the same sealers impaired NO production 

by M2 macrophages when stimulated with F. nucleatum. None of the sealers affected IL-

12p70 production by M1 macrophages. TNF-α production by M1 macrophages, when 

stimulated with F. nucleatum, was impaired in the presence of PCS EWT®. However, the 

pre-incubation with PCS EWT® or Endofill® affected the production of this cytokine by M1 

macrophages when the cultures were stimulated with P. anaerobius in the presence of IFN-γ. 

TNF-α production by M2 macrophages, when stimulated with F. nucleatum and IFN-γ, was 

impaired by both endodontic sealers. On the other hand, the production of this cytokine by 

M2 macrophages was inhibited only by Endofill® when the cultures were stimulated with P. 

anaerobius and IFN-γ. IL-10 production by M1 macrophages was not affected by either root 

canal sealer. PCS EWT® inhibited IL-10 production by M2 macrophages only when the 

cultures were stimulated with P. anaerobius. We can conclude that both endodontic sealers 

may impair macrophage activities.   
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

As causas mais freqüentes que nos levam a realização do tratamento endodôntico 

radical são as alterações irreverssíveis da polpa como conseqüencia da cárie dentária 

(Stashenko et al., 1998).  

O tratamento endodôntico consiste em limpar, formatar e obturar o SCR. A obturação 

consiste no estágio final do tratamento endodôntico que tem como finalidade vedar, o mais 

hermeticamente possível, o SCR com agentes seladores não irritantes e biocompatíveis 

(Schilder, 1967; Schilder, 1974).  

Os cones de guta-percha associados a cimentos obturadores são os materiais mais 

freqüentemente utilizados para este fim (Walton & Johnson, 1998; Johnson & Gutman, 2007).  

Os cimentos endodônticos ganham acesso às ramificações do SCR podendo causar 

inflamação diretamente nos tecidos periapicais (Bombana, 1980; Geurstsen & Leyhausen, 

1997; Aesaert, 2000).  Mesmo em situações nas quais os cimentos não são grosseiramente 

forçados através do forame, inflamação é observada na maioria dos casos, pelo menos 

histologicamente (Pulgar et al., 2002; Bernath & Szabo, 2003). Não há consenso na literatura 

se o efeito destes cimentos sobre os tecidos perirradiculares pode ou não interferir com o 

sucesso do tratamento. 

Os cimentos à base de óxido de zinco e eugenol (ZOE) são amplamente utilizados na 

clínica endodôntica e apresentam vantagens sobre os outros sendo que a principal delas é sua 

longa história de utilização com êxito.  Os cimentos de Rickert e Grossman são os cimentos 

obturadores padrão, à base de ZOE, com os quais todos os outros são comparados (Walton & 

Johnson, 1998; Estrela, 2004). 

Os tecidos periradiculares possuem células imunocompetentes, dentre elas, os 

macrófagos. Os macrófagos desempenham o papel principal na patogênese da inflamação 

(Van Furth, et al., 1972; Unanue, 1978) constituindo uma das primeiras células que entram 

em contato com partículas estranhas presentes nos tecidos e, para muitos autores, estas são as 

células predominantes (Stern et al., 1981; Kawashima et al., 1996). 

  Recentemente, foi demonstrado que existem tipos diferentes de macrófagos 

denominados M1 e M2 que respondem diferentemente a padrões de ativação como também 

expressam programas metabólicos distintos (Mills, et al., 2000; Mantovani et al., 2002; 

Bastos et al., 2002; Mosser, 2003).  
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Levando em consideração todos estes fatores, tornou-se relevante avaliar a 

interferência de alguns cimentos obturadores endodônticos mais comumente utilizados na 

clínica endodôntica sobre a atividade de macrófagos M1 e M2 murinos elicitados 

peritonealmente em camundongos C57BL/6 (M1) e C57BL/6 IL-12/23p40-/- (M2), 

analisando a viabilidade, a aderência, o processo de fagocitose celular, a produção de óxido 

nítrico (NO), de radicais intermediários de oxigênio (ROIs), como também a produção das 

citocinas TNF-α, IL-12 e IL-10.  
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2 REVISÃO DE L ITERATURA  

 

2.1 Sistema de Canais Radiculares (SCR) 

 

O sistema dos canais radiculares (SCR) é complexo e seu conhecimento é 

extremamente importante, pois dita os parâmetros sob os quais o tratamento endodôntico será 

realizado, afetando as possibilidades de sucesso.  

Muitos pesquisadores, ao longo dos anos, se preocuparam em desenvolver e propor 

novas técnicas de estudo a fim de promover um melhor entendimento deste sistema tão 

complexo (Preiwerk, 1901; Barret, 1925; Pucci e Reig, 1945; De Deus, 1960; Barker et al., 

1969; Robertson et al., 1980; Pécora et al.,1986; Fidel, 1988). Nos últimos anos, a tomografia 

computadorizada tem sido utilizada por vários pesquisadores (Bjorndal et al., 1999; Peters et 

al., 2000; Nance et al., 2000; Zoremchhingi et al., 2005), pois este método oferece 

informação completa e acurada sobre o número e a configuração dos canais.  

A anatomia de cada dente apresenta características comuns como também variações 

anatômicas muito complexas como ramificações dentárias, distúrbios de desenvolvimento, 

canais em forma de C, baioneta, curvaturas graduais, não graduais, calcificações, reabsorções, 

canais achatados, afilados, dilacerados, etc. (Migliau et al., 2004; Estrela, 2004). O SCR 

apresenta ramificações que culminam em vários portais de saída onde o tecido pulpar entra 

em contato com os tecidos periodontais adjacentes.  

Na clínica endodôntica, torna-se importante o conhecimento da posição anatômica do 

forame apical e das ramificações apicais próprias (deltas, canais acessórios e secundários) 

situados no interior dos 3-4 mm do ápice radicular. Segundo De Deus (1992), nesta região 

encontra-se a maior incidência de ramificações do SCR, que mantém íntima relação com os 

tecidos e elementos periapicais sendo denominada de “Zona Crítica Apical”. É, pois, 

constituída pelos milímetros finais do canal, onde se deve controlar toda a interação do 

tratamento e da obturação do canal radicular no seu limite apical e onde ocorre a maioria dos 

problemas clínicos durante o tratamento endodôntico. Para prevenir tal fato, o “terminus” do 

canal deve ser acuradamente estabelecido e, o controle do comprimento de trabalho deve ser 

mantido durante todo o tratamento endodôntico (Nekoofar et al., 2006).  

Enclausurada por este complexo sistema de tecido mineralizado, encontramos a polpa 

que é um tecido conjuntivo similar a outros tecidos conjuntivos encontrados no corpo. A 

polpa, contudo, encontra-se “protegida” dos estímulos nocivos por esta barreira física rígida. 
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Se a integridade desta barreira for rompida, elementos nocivos, de origem externa, tem acesso 

a este tecido (Jontell et al., 1998).  

 

 

2.2 Tratamento endodôntico radical 

 

 

A maioria das infecções pulpares ocorre como sequela da cárie, trauma e como 

resultado de microinfiltrações decorrentes de restaurações defeituosas. As infecções pulpares 

se abandonadas ao seu próprio curso, progridem para a necrose total do tecido levando ao 

desenvolvimento de uma lesão periapical caracterizada pela destruição do tecido ósseo 

circunvizinho (Stashenko et al., 1998). Tanto a polpa quanto os tecidos periradiculares, 

reagem à infecção bacteriana ou a outros estímulos através de processos inflamatórios e 

reações imunológicas locais (Jontell et al., 1998).  

Clinicamente o tratamento endodôntico radical consiste na limpeza mecânico-química 

e formatação do SCR, a fim de se obter uma obturação hermética e tridimensional (Brkanic et 

al., 2005). A limpeza refere-se à remoção mecânico-química de todo conteúdo do SCR antes e 

durante a formatação. A formatação refere-se a uma forma específica que atende a 5 

objetivos, a saber: desenvolver uma forma cônica progressiva no preparo do SCR; fazer com 

que o SCR fique mais estreito apicalmente, com menor diâmetro seccional no seu término; 

obter o preparo cônico em  múltiplos planos; manter o forame apical tão pequeno quanto 

prático e nunca transportar o forame (Schilder, 1967; 1974). Para que o sucesso do tratamento 

endodôntico seja alcançado, a relação tridimensional do canal original deve ser mantida até o 

final do preparo, enquanto são satisfeitos os requerimentos de desbridamento ótimo e 

facilidade de obturação.  

A obturação constitui o coroamento do tratamento endodôntico, no qual todo o espaço 

anteriormente ocupado pela polpa deve ser selado tridimensionalmente e idealmente por 

materiais inertes, dimensionalmente estáveis e biologicamente compatíveis (Schilder, 1967; 

1974). A obturação tem como objetivo vedar tridimensionalmente o SCR o que impede a 

percolação de fluidos dos tecidos periradiculares para seu interior e sua contaminação pelos 

microrganismos presentes na cavidade oral. Assim, impede também que qualquer 

microrganismo que porventura não tenha sido removido durante os procedimentos de limpeza 

e formatação recolonize o SCR, como também cria um ambiente biológico favorável para que 

se processe a cicatrização dos tecidos periradiculares (Nguyen, 1994; Stock et al., 1996; 



20 

Gutman & Witherspoon, 1998). O sucesso da obturação do SCR depende da excelência da 

configuração da cavidade endodôntica, ou seja, de sua limpeza e modelagem (Johnson & 

Gutman, 2007).  

Uma grande variedade de materiais obturadores vem sendo proposta através dos anos. 

Utilizaram-se desde o gesso paris, asbesto e bambu, até o chumbo em folha e metais preciosos 

como ouro e irídio-platina. Muitos materiais já foram condenados pelos profissionais, por não 

serem práticos, racionais ou biologicamente aceitáveis (De Deus, 1992). O emprego da guta-

percha associada a um cimento endodôntico representa consenso mundial quanto aos 

materiais indicados para se obturar o SCR (De Deus, 1992; Estrela, 2004). A guta-percha, 

introduzida por Bowman em 1867, é o material mais amplamente aceito e utilizado por ser 

menos tóxico, menos alergênico e menos irritante. Suas principais aplicações clínicas 

decorrem de suas propriedades isolantes, impermeabilizantes e termoplásticas. É uma 

substância semelhante à borracha e origina-se do látex de árvores da Malásia, Brasil e México 

(De Deus, 1992). Apesar de suas características favoráveis, na obturação do SCR, a guta-

percha deve estar associada a cimentos obturadores (Lovdahl, 1992).  Na tentativa de se 

conseguir a obturação do SCR a mais hermética possível, muitas vezes, ocorre o 

extravazamento de guta-percha e, muito mais freqüentemente, do cimento obturador para os 

tecidos periradiculares (Aesaert, 2000).  

 

 

2.3 Cimentos obturadores endodônticos 

 

 

O cimento obturador endodôntico é necessário para selar pequenos espaços entre a 

guta-percha e as paredes dos canais, atuando também como lubrificante e auxiliando na 

adaptação destes cones (Walton & Johnson, 1998; Johnson & Gutman, 2007). Neste sentido, 

reduz a microinfiltração marginal e, devido a seu escoamento, o cimento avança pelas regiões 

de istmos, canais secundários e acessórios, penetrando também, em extensões variáveis, nos 

túbulos dentinários (Huang et al., 2002; Perassi et al, 2004).  

Os cimentos endodônticos, mesmo quando não são grosseiramente forçados através 

dos vários portais de saída do SCR, entram em contato com os tecidos periapicais (Pulgar et 

al., 2002; Bernath & Szabo, 2003).  

Grossman (1988) resumiu as propriedades de um cimento ideal em: exibir aderência 

quando manipulado, a fim de promover boa adesividade entre ele e as paredes do canal após a 
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presa; promover selamento hermético; ser radiopaco, para que possa ser visualizado na 

radiografia; as partículas do pó devem ser finas, para que se misturem facilmente com o 

liquido; não deve sofrer contração após seu endurecimento; não deve manchar a estrutura 

dentinária; deve ser bacteriostático ou, pelo menos desencorajar o crescimento bacteriano; 

deve tomar presa lentamente; ser insolúvel frente aos fluidos teciduais; ser bem tolerado pelos 

tecidos, isto é, não ser irritante para os tecidos periradiculares; ser solúvel aos solventes 

comuns, caso seja necessária à remoção da obturação do canal. Na tentativa de se obter um 

cimento obturador ideal os pesquisadores têm-se esforçado e inúmeros estudos tem sido 

realizados ao longo dos anos.  

De acordo com Estrela (2004) e Johnson & Gutman (2007), alguns dos cimentos mais 

comuns são: o cimento de Rickert, Procosol, U/P-Grossman, cimento de Watch, Tubliseal, 

Endomethasone, N2, o cimento de Grossman, Endofill, Fillcanal, N-Rickert, Sealapex, Sealer 

26, Apexit, AH 26, Diaket, Top Seal, AH Plus e Ketac Endo.  

Os cimentos endodônticos à base de óxido de zinco e eugenol (ZOE) têm um histórico 

de uso bem sucedido, ao longo dos anos. A formulação destes cimentos é composta por ZOE 

associado a vários aditivos para torná-los radiopacos, antibacterianos e adesivos (Mickel et 

al., 2003; Saleh et al., 2004). São reabsorvidos se houver extrusão para os tecidos 

periradiculares (Augsburger & Peters, 1990); exibem atividade antimicrobiana (Barckhordar, 

1989; al Kathib et al., 1990; Mickel et al., 2003). Estes cimentos apresentam um tempo de 

presa longo (Allan et al., 2001), sofrem contração ao tomar presa e são solúveis aos fluidos 

teciduais (Peters, 1986; Kazemi et al., 1993). Podem ainda manchar a estrutura dentinária 

(van der Burget & Plasschaert, 1985; Davis et al., 2002).  

Os cimentos de Rickert e Grossman são os cimentos obturadores padrão com os quais 

todos os outros são comparados, por terem sobrevivido ao teste de tempo e utilização. A 

maioria dos cimentos obturadores disponíveis e utilizados atualmente são variações destas 

formas originais (Walton & Johnson, 1998; Estrela, 2004). 

 

 

2.3.1 Cimento de Rickert  

 

 

O cimento de Rickert ou “Kerr Pulp Canal Sealer” foi introduzido na Endodontia em 

1927, tendo sua formulação publicada em 1931. Este cimento vem sendo muito utilizado até 

os dias atuais e seu uso se consagrou devido às suas propriedades antimicrobianas, 
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lubrificantes, adesivas, de estabilidade dimensional, tempo de presa, solubilidade, 

desintegração, fluidez e radiopacidade (Rickert & Dixon 1981; Orstavik, 1983; Nguyen, 

1994; Pommel et al., 2003). Alguns pesquisadores mencionam ainda que este cimento toma 

presa completamente entre 15 a 30 minutos, reduzindo de maneira significativa as respostas 

inflamatórias observadas quando da utilização de cimentos que levam de 24 a 36 horas para 

endurecer. Devido ao seu teor de prata, o cimento de Rickert pode causar alteração de cor do 

dente e deve ser removido meticulosamente da coroa e da câmara pulpar (Grieve & Parkholm, 

1973; McComb & Smith, 1976; Nguyen, 1994; Estrela, 2004). Este cimento também pode ser 

encontrado como Pulp Canal Sealer EWT (extended work time), possuindo maior tempo de 

presa.  

 

 

2.3.2 Cimento de Grossman 

 

 

O cimento de Grossman surgiu em 1936, com o propósito de fornecer uma pasta que 

permitisse maior tempo de presa. Com o desenvolvimento das pesquisas, Grossman (1958, 

1962 e 1988) modificou e melhorou sua fórmula. Este cimento é, ainda hoje, muito utilizado e 

produzido por diversas empresas, com os mais diferentes nomes comerciais. Dentre eles, 

encontramos o ProcoSol na América do Norte e, no Brasil, encontramos, com pequenas 

modificações da fórmula original, o Endofill, Grosscanal, Pulpfill, Grossman da FROP-USP, 

Grossman da Inodon, Grosscanal (De Deus, 1992; Estrela, 2004). É largamente utilizado na 

obturação do SCR e satisfaz a maioria dos requisitos do próprio Grossman para um cimento 

ideal: sua ação irritante é mínima; apresenta um elevado grau de atividade antimicrobiana; um 

bom potencial de selamento; pequena alteração volumétrica durante a presa e capacidade de 

ser absorvido (Kayaoglu et al., 2005; Savioli et al., 2006). Grossman recomendava que seu 

cimento deveria ser manipulado em uma consistência tal que, ao final, pudesse ser levantado 

da placa de vidro, por meio de uma espátula, em uma distância de uma polegada, sem se 

romper (De Deus, 1992; Stock et al., 1996; Walton & Torabinejad, 1997), não devendo ser 

usadas mais do que três gotas de líquido de cada vez.  
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2.4 Efeitos inflamatórios e citotóxicos de cimentos à base de óxido de zinco e eugenol 

(ZOE) 

 

 

É amplamente aceito que os cimentos obturadores endodônticos entram em contato 

com os tecidos periradiculares através dos vários portais de saída do SCR e são irritantes e/ou 

citotóxicos para estes tecidos. Se os cimentos são forçados através do forame apical e, 

conseqüentemente para o interior dos tecidos, pode acontecer uma reação de corpo estranho, 

caracterizada pelo infiltrado de leucócitos, com a presença de macrófagos, células gigantes 

multinucleadas e outras células da inflamação crônica. Mesmo na situação onde o material 

obturador endodôntico não é forçado através do forame, a inflamação é observada, pelo 

menos histologicamente (Langeland et al., 1985; Pascon et al., 1991; Bernath & Szabo, 

2003). 

A presença do eugenol vem sendo relacionada a uma maior citotocixidade dos 

cimentos. Crane et al. (1980) demonstraram, em um modelo animal, que um cimento 

obturador endodôntico “experimental” sem eugenol apresentou alta biocompatibilidade após 

96 horas como também após 6 meses de manipulação, quando comparado a outros dois 

contendo eugenol (Pulp Canal Sealer e Tubliseal).  

Por outro lado, Syrjänen et al. (1985) relataram que não fica claro se a citotoxicidade 

observada se deve apenas ao eugenol, uma vez que demonstraram o mesmo nível de 

toxicidade tanto para o pó quanto para o eugenol presentes no cimento a base de ZOE, 

Procosol. 

Markovitz et al. (1992), relataram que, até então, não se sabe se o eugenol contido nos 

vários cimentos obturadores endodônticos contribui para o processo de cura dos tecidos 

perirradiculares ou se atrasa este processo, promovendo a destruição tecidual e a manutenção 

da reação inflamatória. 

Na literatura, contudo, existem vários relatos de trabalhos realizados in vitro 

demonstrando a citotoxicidade dos cimentos a base de ZOE (Safavi et al.,1989; Spangberg & 

Langeland, 1973; Hume, 1984; Feiglin, 1987; Briseno & Willershausen,1990; Makesi et al., 

1991; Araki et al., 1993; Barbosa et al., 1993; Holland, 1994; Makesi, et al 1996; Bratel et al., 

1998; Azar et al., 2000;  Sadeghein et al., 2001; Al-Awadhi et al., 2004; Perassi et al., 2004; 

Huang et al., 2002;  de Oliveira Mendes et al., 2003; Bouillaguet et al., 2004; Huang et al., 

2005;  Melegari et al., 2006) e in vivo (Erausquin & Muruzabal, 1967; Orstavik & Mjör,1988; 

Yesilsoy et al.,1988; Stewart & Watson, 1990; Pascon et al., 1991; Orstavik & Mjör, 1992; 
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Pertot et al., 1992; Mittal et al., 1995; Bilginer et al., 1997; Kolokouris et al., 1998; Bernath 

& Szabo, 2003; Kaplan et al., 2003; Kim et al., 2004; Melegari et al., 2006). Por outro lado, 

Pertot et al. (1992), avaliando a biocompatibilidade de dois cimentos recém manipulados à 

base de ZOE (Sealite e Pulp Canal Sealer) após implantação em osso mandibular de coelhos, 

observaram que ambos os cimentos apresentaram boa biocompatibilidade e a reação 

inflamatória causada por eles, decresceu com o tempo.  

Gerosa et al.(1995), utilizando fibroblastos gengivais  humanos por períodos de até 2 

semanas, demonstraram que o Pulp Canal Sealer foi o único cimento considerado de baixa 

toxicidade durante os períodos de avaliação, quando comparado aos demais: AH26, Rocanal-

R2, Rocanal-R3, Bioseal e Endomethasone. 

Dentes humanos portadores ou não de lesão periapical quando sobre-obturados, na 

presença dos cimentos ProcoSol e Roth Elite 801, demonstraram cicatrização dos tecidos 

periapicais e reabsorção do material obturador extravasado, ao final de um período médio de 

nove anos de observação (Ausburger & Peters, 1990). 

Outro fator importante seria a análise da citotoxicidade destes cimentos em presença 

de infecção residual. Orstavik & Mjör (1992) demonstraram, em tecidos periapicais de 

macacos, que as células mais freqüentemente encontradas nos tecidos adjacentes ao canal 

radicular que fora obturado com cimento endodôntico a base de ZOE, foram os macrófagos. 

Estes autores e outros pesquisadores sugeriram que a persistência da inflamação, após 6 

meses do término do tratamento, não deve ser imputada à toxicidade do cimento, mas sim, à 

presença de infecção remanescente (Lin et al., 1992).  

Nos testes de biocompatibilidade dos diferentes materiais obturadores endodôntico, 

pouca atenção tem sido dada aos efeitos adversos dos mesmos sobre o sistema imune (Bratel 

et al., 1998). 

Makesi et al. (1996) estudaram, “in vitro”, o processo de engolfamento de cimentos 

obturadores endodônticos por macrófagos peritoneais de ratos, e demonstraram que houve 

uma correlação inversa entre a toxicidade e a taxa de fagocitose de macrófagos expostos aos 

diferentes materiais obturadores endodônticos. 

Em um estudo in vitro, células imunocompetentes foram expostas a extratos de 

cimentos endodônticos (AH-26, cimento de Grossman, Endomethasone e Apexit). O cimento 

de Grossman reduziu significativamente a proliferação de linfócitos T de camundongos, 

chegando a causar a inibição total da proliferação destas células quando recém manipulado 

(Bratel et al., 1998). 
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Por sua vez, de Oliveira Mendes et al. (2003) avaliaram “in vitro”, o efeito dos 

cimentos Pulp Canal Sealer EWT e Endofill, recém manipulados e após a presa, sobre a 

atividade de macrófagos de camundongos BALB/c. Demonstraram que estes cimentos 

inibiram de forma semelhante a aderência de macrófagos, a fagocitose e a produção de óxido 

nítrico. Por outro lado, a produção de IL-12 e a adesão às leveduras não foram afetadas. 

Concluíram que ambos os cimentos não inibiram uma resposta pró-inflamatória de 

macrófagos, mas, inibiram respostas efetoras. 

Perassi et al. (2004) avaliaram a produção de TNF, por macrófagos peritoneais de 

camundongos, na presença de dois cimentos obturadores endodônticos, Sealapex e 

Endomethasone. As culturas contendo Sealapex produziram quantidades menores de TNF que 

aquelas em contato com o Endomethasone. 

 Sabendo-se que a IL-6 e IL-8 desempenham papel importante na patogênese da 

inflamação, Huang et al. (2005) investigaram os efeitos de um cimento à base de ZOE (N2) e 

de outro à base de resina (AHPlus) sobre a expressão do mRNA destas citocinas em 

osteoblastos humanos (células U2OS). Observaram a expressão gênica de mRNA de IL-6 e 

IL-8, sugerindo ser este um mecanismo utilizado pelos dois cimentos na indução da 

inflamação periapical. 

 

 

2.5 Efeito de outros materiais utilizados em Endodontia sobre a atividade de macrófagos 

 

 

Vários materiais utilizados em Endodontia diminuíram a capacidade de aderência de 

macrófagos in vitro, dentre eles: EDTA (ácido etileno diamino tetracético) (Segura et al, 

1996); hidróxido de cálcio (Segura et al., 1997); hipoclorito de sódio a 5,25% e glutaraldeído 

a 1% (Jiménez-Rúbio et al., 1997); paramonoclorofenol e paramonoclorofenol canforado 

(Lhamas et al., 1997); perborato de sódio (Jiménez-Rúbio & Segura, 1998); eugenol (Segura 

& Jiménez-Rúbio, 1998) e Tifell (formocresol-eugenol) (Segura et al., 1998).  

A viabilidade de macrófagos peritoneais de camundongos, incubados na presença de 

óleo de laranja, eucaliptol e clorofórmio, foi avaliada sendo que o óleo de laranja foi o menos 

citotóxico deles (Scelza et al. 2006). 

Recentemente, Rezende et al. (2005, 2007) estudaram o efeito de duas marcas 

comerciais de MTA sobre a atividade de macrófagos peritoneais de camundongos M1 e M2, 
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dentre elas a viabilidade, aderência, fagocitose, produção de NO e ROIs como também sobre 

a produção das citocinas TNF, IL-12 e IL-10. Estes autores demonstraram que o MTA não 

afetou nenhuma das atividades destas células. 

 

 

Sistema imune inato 

 

A primeira linha de defesa do organismo contra microrganismos são as barreiras 

físicas e químicas tais como o epitélio e as substâncias antibacterianas nas superfícies 

epiteliais; células fagocitárias (neutrófilos, macrófagos); células NK (natural killers); células 

dendríticas; proteínas do sangue, incluindo frações do sistema complemento e outros 

mediadores da inflamação e proteínas denominadas citocinas que regulam e coordenam várias 

atividades das células da imunidade inata (Abbas & Lichman, 2005). O epitélio proporciona 

uma barreira física à entrada de microrganismos como também produz uma grande variedade 

de fatores antimicrobianos. Microrganismos que conseguem romper a barreira epitelial se 

deparam com macrófagos e outras células que expressam receptores de superfície que 

reconhecem um vasto número de microrganismos. Estas interações podem estimular a 

fagocitose de patógenos e a ativação de macrófagos, culminando com a destruição do agente 

infeccioso e com a indução de resposta inflamatória que recruta outros tipos celulares para o 

local, incluindo os neutrófilos.  

O sistema inato atua também através da produção de citocinas, as quais são 

importantes reguladoras da qualidade das respostas imunológicas, contribuindo, desta 

maneira, no combate ao patógeno (Paul, 2003). As citocinas envolvidas no progresso da 

inflamação são denominadas de citocinas pro-inflamatórias incluindo IL-1, TNF, IFN-γ e IL-

6, e aquelas que possuem efeito antagônico são comumente denominadas citocinas 

antinflamatórias, dentre elas, a IL-4, IL-10, IL-13, IFN-α e TGF-β (Yoshimura et al. 2003).  

Em poucas horas muitos microrganismos são identificados e destruídos pelas células 

da imunidade inata, principalmente pelos macrófagos, células dendríticas e células NK (Paul, 

2003).  
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2.6 Macrófagos 

 

 

O sistema de fagócitos mononucleares tem sido definido como uma família de células 

que tem uma linhagem comum, que se originam da medula óssea, circula no sangue como 

monócitos e quando estabelecidos nos tecidos, estas células amadurecem e se tornam 

macrófagos. O fenótipo destes macrófagos depende diretamente do ambiente em que se 

encontram (Fujiwara & Kobayashi, 2005).  

Na ausência de inflamação, o papel principal dos macrófagos é o de remover células 

mortas e danificadas. No fígado, onde são denominadas de células de Kupffer, removem 

eritrócitos senescentes, produtos de degradação da fibrina, imunocomplexos como também 

bactérias. Como macrófagos alveolares eles ingerem e removem partículas inaladas pequenas 

o suficiente para atingirem as vias aéreas terminais (Janeway et al., 2002). Na presença de 

inflamação, o nível de migração de monócitos para o sítio de infecção aumenta drasticamente, 

e o número de macrófagos começa a aumentar em poucas horas, podendo permanecer elevado 

até a resolução da inflamação.  

Durante o processo inflamatório, os macrófagos exercem três funções principais: 

fagocitose, apresentação de antígenos e imunomodulação através da produção de várias 

citocinas e fatores de crescimento. Os macrófagos inflamatórios diferem dos macrófagos 

residentes especialmente pelo aumento da capacidade fagocítica e pela habilidade aumentada 

de gerar metabólitos tóxicos de oxigênio e nitrogênio (Fujiwara & Kobayashi, 2005). As 

citocinas e produtos microbianos afetam diferentemente a função destas células ativando ou 

desativando-as (Mantovani et al., 2004).  

Classicamente, os macrófagos são ativados em resposta a citocina IFN-γ, em 

combinação com o TNF ou com um indutor desta citocina. Por sua vez, parece que a 

produção de TNF pelo próprio macrófago é considerada mais relevante fisiologicamente, 

quando ocorre a ligação de receptores do tipo “Toll” a produtos microbianos como o LPS 

(Hamilton, 2002). Assim, a ativação clássica dos macrófagos seria desenvolvida em resposta a 

IFN-γ juntamente com produtos microbianos como o LPS (Mosser, 2003). A ativação destas 

células é caracterizada pela alta capacidade de apresentar antígenos às células T; alta 

produção de IL-12 e IL-23 (Verreck et al., 2004) e, conseqüentemente, ativação de respostas 

do tipo Th1; alta produção de radicais intermediários de nitrogênio (NO) e oxigênio (ROIs) 

no intuito de eliminar microrganismos. Estas células têm sido denominadas de macrófagos 

M1 provenientes de linhagens de camundongos Th1 (C57BL/6 e B10/A), a exemplo da 
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nomenclatura dos linfócitos Th1 (Mills, et al., 2000; Mantovani et al., 2002; Bastos et al., 

2002; Mosser, 2003).  

Por outro lado, as citocinas IL-4 e IL-13 não inibem simplesmente a ativação de 

macrófagos, mas induzem um programa distinto de ativação, denominado de “ativação 

alternativa” (Stein et al., 1992; Gordon, 2003). Macrófagos expostos a estas citocinas falham 

em produzir NO e são caracterizados pela alta produção de IL-10 e TGF-β e baixa produção 

de citocinas pró-inflamatórias tais como IL-12, IL-1, TNF e IL-6. Estas células tem sido 

denominadas de macrófagos M2, provenientes de linhagens de camundongos Th2 (BALB/c e 

DBA/2). Estes camundongos não expressam o receptor de IL-12 de alta afinidade (Jones, 

1998), predominando assim, a resposta do tipo Th2. Macrófagos M2 foram inicialmente 

identificados durante o exame de células em que a transcrição de IL-12 foi abolida (Mills et 

al., 2000).  

Os macrófagos M1 e M2 diferem entre si em relação aos receptores, a sua função 

efetora e a produção de citocinas. Nos macrófagos M1, o metabolismo da arginina é 

caracterizado por altos níveis de óxido nítrico sintase indutível (iNOS) resultando na 

produção de NO e citrulina. O metabolismo da arginina em macrófagos M2 leva a geração de 

ornitina e ureia apresentando como produto final o colágeno e a proliferação celular (Bogdan, 

1991; Mosser et al., 2003; Bronte & Zanovello, 2003). Os receptores e ligantes das citocinas 

são diferentemente modulados nos macrófagos polarizados. O IFN-γ induz seletivamente IP-

10 (CXCL10) e MIG (CXCL9) os quais são inibidos pela IL-4 e IL-10 (Watanake et al., 

2002). Por outro lado, IL-4 induz seletivamente eotaxin-2 (CCL24), CCL-18 e MDC (CCL22) 

nos macrófagos e estes efeitos são inibidos por IFN-γ (Bonecchi et al., 1998).   

De acordo com Bastos et al.(2002), Mosser (2003) e Mantovani et al. (2004), a  

polarização M1/M2 é diferenciada pelos níveis constitutivos de IL-12/IL-10. Macrófagos M1 

produzem tipicamente altas concentrações de IL-12 e baixas de IL-10, enquanto macrófagos 

M2 secretam altas concentrações de IL-10 e baixas de IL-12 (Verreck, et al., 2004; Edwards 

et al., 2006). 
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2.7 Fagocitose 

 

 

Classicamente, o reconhecimento da fagocitose se deu graças aos clássicos 

experimentos de Elie Metchnikov, em 1880. Seus exaustivos estudos o levaram, mais tarde, a 

propor o conceito da imunidade celular. Este fato, sabidamente importante, tanto no campo 

biológico quanto no clínico, tem estimulado pesquisas na área imunológica até os dias de hoje 

(Ambrose, 2006).  

Fagocitose é o processo pelo qual uma célula, em particular, engolfa e digere 

determinado material. A fagocitose é um processo utilizado por vários tipos celulares que vai 

desde células epiteliais a fibroblastos, e células sanguíneas circulantes do sistema 

imunológico tais como os macrófagos, neutrófilos e células dendríticas, as quais são 

denominadas de fagócitos profissionais (Rabinovitch, 1995). Este processo é utilizado 

principalmente por macrófagos e neutrófilos para ingerir partículas estranhas incluindo 

agentes infecciosos, células senescentes, agregados proteicos, corpos estranhos e debris 

celulares (Allen & Aderem, 1996).  

Sumariamente, a fagocitose pode ser mais bem compreendida de acordo com suas 4 

etapas principais. A ligação de partículas a receptores celulares constitui o primeiro passo 

para a fagocitose. Os fagócitos reconhecem os patógenos por meio de receptores de superfície 

que podem discriminar entre moléculas de superfície expressa tanto pelos patógenos quanto 

pelas células do hospedeiro (Greenberg & Silverstein, 1993). A multiplicidade de receptores 

nos fagócitos e suas interações introduz um alto nível de complexidade ao processo 

fagocítico.  Vários receptores tem sido implicados no processo de fagocitose de 

microrganismos incluindo os receptores tipo “toll”, os receptores acoplados a proteína G, os 

receptores Fc e C3, os receptores de citocinas, dentre outros. Este reconhecimento pode 

ocorrer de maneira direta, através da interação de receptores que reconhecem atributos 

bioquímicos expressos na superfície do alvo, ou através de processos de opsonização. A 

opsonização ocorre quando proteínas do hospedeiro, presentes no plasma ou nos fluidos 

extracelulares, interagem com os patógenos, células apoptóticas ou debris celulares e são 

reconhecidos por receptores específicos dos fagócitos (Underhill & Ozinsky, 2002).  

Na segunda etapa da fagocitose interações receptores-ligantes causam respostas 

celulares específicas que iniciam a transdução de sinais nos fagócitos, importantes para que 

ocorram mudanças na membrana e citoesqueleto celulares o que vai levar ao engolfamento 
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como também a outros aspectos da inflamação como a secreção de enzimas, adesão, 

degranulação e ativação da explosão respiratória. Suspeita-se hoje que o cálcio, as 

fosfolipases, as kinases e as GTPases estão diretamente envolvidas nesta sinalização 

(Desjardins, 2003).  

A terceira etapa é o engolgamento propriamente dito o que requer um ou mais eventos 

de fusão de membrana na célula fagocítica para trazer o alvo do meio extracelular para os 

domínios da vesícula intracelular, denominada fagossoma. É amplamente aceito que a 

membrana plasmática, através de sua invaginação, é a principal fonte de membrana na 

formação dos fagossomos, entretanto, uma série de observações indica fontes adicionais de 

membrana necessárias para este processo (Werb & Cohn, 1972; Vicker, 1977; Muller et al., 

1980).  

Os fagócitos contêm grânulos chamados lisossomas, que contém enzimas, proteínas e 

peptídeos que podem mediar uma resposta microbicida intracelular.  A seguir, o fagossoma 

funde-se com um ou mais lisossomas para gerar o fagolisossoma, onde o conteúdo lisossomal 

é liberado para destruir o patógeno. Os macrófagos ativados convertem o oxigênio molecular 

em ROIs e intermediários reativos de nitrogênio, principalmente o óxido nítrico (NO), os 

quais são altamente reativos na oxidação de agentes que destroem os microrganismos. Estes 

são considerados os mecanismos microbicidas mais importantes gerados pelos fagócitos 

profissionais (Espey et al., 2002).  

Sendo assim, durante o processo fagocítico, quando os receptores dos fagócitos se 

engatam com ligantes do seu alvo, sinais intracelulares são gerados não somente para se 

iniciar o engolfamento, mas também para ativar funções efetoras apropriadas de acordo com 

as circunstâncias fisiológicas. Durante a inflamação e a infecção, a ligação dos receptores dos 

fagócitos ativa a degranulação celular, a explosão respiratória e outros caminhos metabólicos 

levando à geração de mediadores inflamatórios tais como os leucotrienos, as citocinas e 

também moléculas que participam tanto da resposta imune inata quanto da específica (Brown 

& Greshan, 2003).  

Griffin et al. (1976) propuseram um modelo para a fagocitose, denominado “modelo 

zipper”, que tem guiado muitas pesquisas neste campo. De acordo com esta hipótese, a 

fagocitose requer repetidas interações entre os ligantes da particula alvo com receptores na 

célula fagocítica, interrompendo a formação de novas interações em qualquer ponto da célula, 

prevenindo, desta maneira, novas ingestões de partículas. Neste modelo, o fagócito move-se 

sobre a partícula alvo como se fosse um zipper. Todo este processo é dependente de actina. 

Uma importante característica dos fagócitos é sua habilidade de mudar de forma em resposta 



31 

a ativação. O papel da actina nas funções efetoras que requerem o remodelamento da 

membrana, são dois: primeiramente, o citoesqueleto de actina é que vai suportar mudanças 

mecânicas na forma. Apesar da força que dirige a extensão e contração da membrana na 

formação do fagossoma não ter sido ainda elucidado completamente, há evidências que 

suportam a hipótese de que complexos actina-miosina ou mesmo a polimerização da actina 

por si só, promovem o motor que direciona tais transformações na membrana. Em segundo 

lugar, o citoesqueleto de actina regula eventos na transdução de sinais que são importantes 

para o desenvolvimento do fenótipo efetor. O citoesqueleto age como uma plataforma para 

trazer receptores de superfície, enzimas “ativáveis”, e seus substratos para bem perto (Brown 

& Greshan, 2003). Entretanto, esta hipótese permanece controversa, em parte devido às 

dificuldades encontradas nos trabalhos experimentais. 

 

 

2.8 Óxido Nítrico (NO) 

 

 

O NO é um mediador crítico de uma variedade de funções biológicas, incluindo 

relaxamento muscular, agregação plaquetária, neurotransmissão, atividades tumoricidas e 

microbicidas e imunossupressão (Garcia & Stein, 2006). O NO é um gás solúvel e sua vida 

média é de poucos segundos, agindo, desta maneira, nas células que se encontram próximas 

onde este gás é produzido (McMullin et al., 2005).  NO é sintetizado a partir da oxidação do 

por ação da enzima óxido nítrico sintase (Palmer et al., 1988; Celada & Natan, 1994).  Esta 

enzima cataliza a oxidação da amina do grupo guanidina da arginina em NO e citrulina 

(Pellufo et al., 2004).  

Existem três formas de óxido nítrico sintase: as formas endotelial e neuronal, que 

produzem quantidades necessárias de NO para as funções fisiológicas e a forma induzível 

(iNOS), de importância imunológica, que foi originalmente descrita em macrófagos (Stuehr & 

Martella, 1985) porém, tornou-se claro que outros tipos de células também sintetizam NO 

através da indução da ação da enzima iNOS por citocinas. Em macrófagos murinos, a iNOS é 

ativada por vários estímulos biológicos, tais como IFN-γ (Ding et al.,1988) e TNF-α (Drapier 

et al., 1988). A associação destas citocinas com baixas concentrações de lipopolissacarídeo 

(LPS) induz, de maneira dose dependente, a liberação de NO, exercendo citotóxica para 

microrganismos intracelulares.  
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Vários trabalhos têm demonstrado que o NO possui uma atividade antimicrobiana 

contra uma variedade de microrganismos como os fungos, helmintos, protozoários, leveduras, 

micobactérias e bactérias. Possui ainda atividade tumoricida e inibitória sobre a replicação 

viral (Macming et al., 1997; McMullin et al., 2005). 

Tem sido também descrito que algumas citocinas regulam negativamente a formação 

de IFN-γ induzida pela enzima iNOS. Dentre elas estão TGF-β (Ding et al., 1990; 

Förstermann et al., 1992),  IL-10 (Cunha et al., 1992; Gazzinelli et al., 1992) e IL-13 

(Matthews & Callard, 1998).  

Em algumas situações, o NO pode interagir com radicais intermediários de oxigênio, 

levando a geração de moléculas que vão potencializar a citotoxicidade contra os 

microrganismos (Xiomara & Stein, 2006). Entretanto, a produção de NO por macrófagos 

ativados pode exercer efeito inibitório sobre a produção de ROIs (Jun, et al., 1994). 

 

 

2.9 Radicais Intermediários de Oxigênio (ROIs) 

 

 

Babior et al. (1973) foram os responsáveis pela descoberta da produção de ROIs por 

fagócitos. Os produtos intermediários de oxigênio gerados pela redução do oxigênio 

molecular tais como o ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e radical hidroxila, são 

denominados radicais intermediários de oxigênio (ROIs). O processo pelo qual os ROIs são 

produzidos é denominado de explosão respiratória e este processo é iniciado 

aproximadamente 1 minuto após a exposição de fagócitos ao estímulo (Carlos et al., 2003).   

Os ROIs apresentam alta capacidade de atuar como agentes oxidantes que destroem 

microrganismos (Shiloh et al., 1999). A formação de ROIs pode resultar em danos no DNA , 

oxidação de proteínas e peroxidação de lípides num processo denominado stress oxidativo 

(Espey et al., 2002). Stress oxidativo pode ser melhor definido como um desequilíbrio entre a 

produção celular de ROIs e os mecanismos antioxidantes de defesa (Geronikaki & Gavalas, 

2006).   

O superóxido, precursor de outros ROIs, é produto da enzima NADPH (nicotinamida 

adenina dinucleotídio fosfato) oxidase nos fagócitos (Nathan & Shiloh, 2000). O sistema 

NADPH oxidase de fagócitos está dormente em células inativas e se torna ativo na membrana 

fagolisossômica de macrófagos ativados (Forman & Torres, 2002). Este sistema enzimático é 

composto por várias subunidades, sendo que algumas estão localizadas na membrana 
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plasmática (gp91phox, e p22phox) e outras no citoplasma (p47phox, p67phox, p40phox e 

Rac1 ou Rac2). Em macrófagos ativados, a translocação das subunidades do citosol para a 

membrana fagolisossômica, juntamente com a interação destas proteínas levam a formação da 

enzima ativa (Nauseef, 2004; Sumimoto et al., 2005).  

Vários receptores que reconhecem microrganismos como os receptores tipo “Toll”, os 

receptores acoplados a proteína G, os receptores Fc e C3 e os receptores de citocinas, atuam 

cooperativamente para ativar fagócitos a destruirem microrganismos ingeridos.  

 

 

2.10 Fator de necrose tumoral (TNF) 

 

 

O TNF foi originalmente identificado no soro de animais que receberam doses baixas 

de LPS. O TNF medeia suas atividades pleiotrópicas via dois receptores celulares de 

superfície, presentes em quase todos os tipos celulares, denominados receptor de TNF tipo I 

(TNF-R1) e receptor de TNF tipo II (TNF-R2) (Smith et al., 1994). Por possuírem muitas 

diferenças no domínio transmembrana e citoplasmático, diferentes funções tem sido atribuídas 

a cada um dos receptores, embora alguma redundância tem sido descrita (Vassali, 1992; 

Tartaglia et al., 1993a). 

 Esta citocina é a principal mediadora da resposta inflamatória aguda a bactérias gram-

negativas e outros microrganismos infecciosos.  

Os fagócitos mononucleares são a principal fonte celular desta citocina embora os 

linfócitos T, células NK e mastócitos ativados possam secretá-la. O IFN-γ, produzido por 

células T e NK, aumenta a síntese de TNF por macrófagos estimulados com LPS.  

A principal função fisiológica do TNF é recrutar neutrófilos e macrófagos para o local 

da infecção e ativar estas células para erradicar microrganismos. O TNF, em baixas doses, 

aumenta a adesividade das células endoteliais, primeiro para neutrófilos e, a seguir para 

monócitos e linfócitos; ativa neutrófilos; estimula a atividade microbicida dos fagócitos; induz 

os fagócitos mononucleares a produzir outras citocinas como IL-1, IL-6; coestimula a 

produção de IL-8 por linfócitos T e a produção de anticorpos por linfócitos B; exerce ação 

semelhante ao IFN-γ, aumentando a expressão do MHC de classe II e potencializa a atividade 

das células T citotóxicas nas viroses. Além de seu papel na inflamação, o TNF induz apoptose 

em alguns tipos celulares (Locksley et al., 2001; Ribeiro Sobrinho et al., 2005). Apesar de 

exercer atividades benéficas na imunoregulação e na defesa orgânica, podem ser responsáveis 
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por muitas complicações sistêmicas graves. A produção de TNF em altas doses causa 

anormalidades sistêmicas, clínicas e patológicas e está diretamente relacionada com alto risco 

de mortalidade (Garg et al., 2002). O LPS interage com receptores de membrana celular do 

hospedeiro, ativando sinais intracelulares resultando numa grande produção de citocinas, 

principalmente o TNF. Este processo pode culminar com a ocorrência do choque séptico (Li 

et al., 2006). 

 

 

2.11 Interleucina-12 (IL-12) 

 

 

A IL-12 é uma citocina importante que exerce função central no início e na regulação 

das respostas imunes celulares. Esta citocina possui a capacidade de promover a diferenciação 

de células T naive em Th1, produtoras de IFN-γ, as quais são fundamentais para o 

desenvolvimento da imunidade celular e a resistência contra patógenos (Alber et al., 2006).  A 

IL-12 estimula a produção de IFN-γ pelas células NK e linfócitos. Através da atividade 

exercida principalmente sobre as células NK e T, a IL-12 proporciona um importante elo entre 

a imunidade inata e a imunidade adaptativa.  

Assim, a IL-12 é produzida por células apresentadoras de antígenos quando elas 

apresentam antígenos para as células T durante as fases indutora e efetora das respostas 

imunes mediadas por células. A IL-12 acentua as funções citolíticas das células NK ativadas e 

linfócitos T citolíticos CD8+, como também estimula um aumento na produção de anticorpos 

pelas células B (Metzger et al., 1996).  As células B também produzem esta citocina, porém 

em níveis significativamente menores (D`Andréa et al., 1992). Sua produção é induzida por 

bactérias, produtos bacterianos, parasitas intracelulares, sendo estimulada pelo IFN-γ e CM-

CSF e inibida pela IL-10 e IL-4 (Trinchieri & Gerosa, 1996; Koch et al., 1996).   

A IL-12 é heterodimérica, composta de duas subunidades p35 e p40, referentes a suas 

massas moleculares de 40 e 35 kDa respectivamente (Stern et al., 1990), codificadas por 

genes não relacionados (Sieburth et al., 1992). A expressão de ambas subunidades é requerida 

para a atividade biológica desta citocina (Gubler et al., 1991; Wolf et al., 1991). A cadeia p40 

da IL-12 é compartilhada com outra citocina hetorodimérica, a IL-23. A IL-12 e IL-23 

também compartilham algumas de suas funções biológicas (Bastos et al., 2004). 

 



35 

 

2.11.1 Camundongos deficientes na cadeia p40 da IL-12 (IL-12/23p40-/-) 

 

 

De acordo com Mak et al. (2001), com o advento da engenharia genética, em 1989, foi 

possível o desenvolvimento de camundongos “knockout” os quais foram definidos como 

camundongos deficientes em um gene específico de interesse. Para se determinar o papel 

fisiológico da IL-12 na resposta imune, camundongos “knockout” para esta citocina foram 

desenvolvidos. Observou-se que os camundongos deficientes na expressão desta citocina 

continuaram viáveis e férteis, sem o desenvolvimento de anormalidades. Entretanto, no 

aspecto imunológico, estes camundongos apresentaram uma capacidade reduzida em produzir 

respostas do tipo Th1, apresentando uma susceptibilidade aumentada a doenças infecciosas 

(Mattner et al., 1996; Cooper et al., 1997).  Bastos et al (2002), demonstraram que 

macrófagos recuperados de animais IL-12/23p40-/-, apresentam um desvio com um perfil do 

tipo 2. Estes macrófagos denominados M2 apresentam deficiência na produção de NO em 

resposta ao LPS e IFN-γ e produção espontânea de níveis elevados de TGF-β. O padrão de 

ativação assumido por estes macrófagos dos animais deficientes de IL-12 prejudica sua 

função microbicida, resultando em maior susceptibilidade a parasitas intracelulares. 

 

 

2.12 Interleucina-10 (IL-10) 

 

 

A IL-10 é produzida principalmente por monócitos e macrófagos e, em menor 

proporção, por linfócitos (Mosmann et al., 1994).  

Esta citocina apresenta efeitos pleiotrópicos na inflamação e na imunoregulação 

(Moore et al., 1993). Vários estudos demonstram que a IL-10 exerce um forte efeito limitante 

sobre a secreção de IFN-γ pelas células T através da supressão da produção de IL-12 pelos 

macrófagos e células dendríticas, modulando assim as reações da imunidade inata e da 

imunidade mediada por células e, conseqüentemente, inibindo a indução e a fase efetora de 

resposta de células T; regula as células apresentadoras de antígenos, através da inibição de 

expressão de MHC de classe II; exerce também efeito limitante sobre a produção de 

mediadores inflamatórios (Fiorentino et al., 1991a; D`Andréa et al.,1993; Poe et al., 1997; 

Moore et al., 2001; Zhou et al., 2005). A IL-10 promove a proliferação de células B e a 



36 

produção de anticorpos (Leonard, 2003). Sendo assim, é um excelente exemplo de feedback 

negativo, atuando nos macrófagos ativados para deprimir suas respostas e direcionar o sistema 

a seu estado de repouso à medida que a infecção microbiana é irradicada. 
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3 OBJETIVOS  

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

 

• Avaliar o efeito dos cimentos obturadores endodônticos Pulp Canal Sealer EWT® e 

Endofill® quanto ao seu efeito sobre a atividade dos macrófagos M1 e M2 obtidos da 

cavidade peritoneal de camundongos. 

 

 

3.2  Objetivos específicos 

 

 

• Verificar a viabilidade de macrófagos M1 e M2 cultivados “in vitro” na presença e 

ausência dos cimentos endodônticos 

• Avaliar a capacidade de aderência dos macrófagos M1 e M2 na presença e na ausência 

dos cimentos endodônticos 

• Avaliar a capacidade de fagocitose da levedura S. boulardii pelos macrófagos M1 e 

M2 na presença e na ausência dos cimentos endodônticos 

• Avaliar a produção de radicais intermediários de oxigênio pelos macrófagos M1 e M2 

na presença e ausência dos cimentos endodônticos 

• Avaliar a produção de óxido nítrico pelos macrófagos M1 e M2 na presença e na 

ausência dos cimentos endodônticos 

• Avaliar a produção das citocinas TNF, IL-12 e IL-10, pelos macrófagos M1 e M2 na 

presença e na ausência dos cimentos endodônticos 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

4.1 Abordagem e plano amostral  

 

 

A atividade fagocítica de macrófagos inflamatórios M1 e M2 provenientes de duas 

linhagens de camundongos, C57BL/6  e C57BL/6 IL-12/23p40-/-, respectivamente, foi 

medida pela viabilidade destas células, pela capacidade de aderência,  fagocitose de 

Saccharomyces boulardii,  produção de radicais Intermediários de oxigênio e  óxido nítrico, 

produção das citocinas TNF, IL-12 e IL-10, na presença e na ausência dos cimentos 

obturadores endodônticos Pulp Canal Sealer EWT® (PCS EWT®) e Endofill®. 

Constituíram-se três grupos experimentais para cada tipo de macrófago de acordo com o 

estímulo a que foram submetidos: 

• grupo I -  capilares contendo Pulp Canal Sealer EWT®  

• grupo II - capilares contendo Endofill®  

• grupo III -  capilares vazios  (grupo controle) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupo I  

PCS EWT 

Grupo III controle  

(capilares vazios) 

Macrófagos M1 
Grupo II 

Endofill 

Grupo I  

PCS EWT 

Grupo II controle  

(capilares vazios) 

Macrófagos M2 
Grupo II 

Endofill 
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Nos experimentos onde avaliou-se a produção de TNF, IL-12 e IL-10, NO e ROIs, os 

grupos foram subdivididos em expostos e não expostos a diferentes estímulos. Utilizaram-se 

para cada experimento “pools” celulares de três camundongos e cada experimento foi 

realizado em triplicata. 

 

 

4.2  Animais e microrganismos 

 

 

Utilizaram-se camundongos de 4 a 8 semanas, machos ou fêmeas, de duas linhagens, a 

saber: camundongos C57BL/6 (obtidos pelo Centro de Bioterismo da Universidade Federal de 

Minas Gerais - CEBIO, Belo Horizonte, MG, Brasil) e camundongos C57BL/6IL-12/23p40-/-  

cujas matrizes foram cedidas pelo Dr. Luiz Vicente Rizzo (Universidade de São Paulo, São 

Paulo, SP, Brasil).  Estes animais foram procriados no Laboratório de Gnotobiologia e 

Imunologia (Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo 

Horizonte, Brasil). Os animais foram mantidos em biotério com barreiras, em gaiolas 

apropriadas de 20cmx30cmx20cm, com controle de temperatura e luminosidade e, ração e 

água ad libitum.  O comitê de ética e pesquisa em animais autorizou o protocolo destes 

experimentos (CETEA-UFMG no 122/04).  

Os microrganismos utilizados neste estudo foram: Fusobacterium nucleatum (ATCC 

10953) e Peptostreptococcus anaerobius (ATCC 27337) (cedidos pelo laboratório de 

Microbiologia Oral do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas 

Gerais, Belo Horizonte, MG, Brasil), Saccharomyces boulardii (Floratil, Merk S/A, Rio de 

Janeiro, RJ, Brasil) e Zymosam A de Saccharomyces cerevisae (Sigma Chemical Co. St. 

Louis, MO, EUA).  

Caldo BHI (Brain Heart Infusion, Biobrás, Montes Claros, MG, Brasil) enriquecido 

com 0,05% de L-cisteína (HCL Purex, INALAB, Honolulu, HW, EUA) e 0,5% de extrato de 

levedura (BactoTM Yest extract, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, EUA) 

foi utilizado para o repique das culturas de F. nucleatum. Estas culturas foram incubadas por 

48 horas a 370C, em câmara de anaerobiose.  O número de bactérias foi obtido pelo grau de 

absorbância de luz (1D.O.) = 8 x 108 células/mL. Após a quantificação, as bactérias foram 

centrifugadas a 1500xg a 4oC, por 10 minutos e ressuspendidas em PBS (salina tamponada 

com fosfato 0,01M pH 7.4), a fim de obter uma solução com uma concentração de 109 
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células/mL. Em seguida, foram levadas à autoclave até que a temperatura atingisse 100oC, 

permanecendo ali por 10 minutos (Ribeiro Sobrinho et al., 2002). Após a morte dos 

microrganismos, os frascos foram mantidos sob refrigeração a 4oC. Nos experimentos de 

mensuração da produção para TNF, IL-12, IL-10, e NO, utilizaram-se o F. nucleatum na 

proporção de 10:1 em relação ao número de macrófagos na cultura.  

As culturas de P. anaerobius foram repicadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion, 

Biobrás, Montes Claros, MG, Brasil) enriquecido com 0,1% de hemina (Sigma Chemical 

Co.), 0,1% de menadiona (Sigma Chemical Co.) e 0,5% de extrato de levedura (BactoTM Yest 

extract, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, EUA) e os procedimentos de 

incubação, quantificação, produção de antígeno e produção de bactérias, em relação ao 

número de células utilizadas nas culturas foram utilizados de maneira semelhante ao descrito 

acima para o F. nucleatum (Rezende et al., 2005).  

A levedura S. boulardii foi ressuspendida em PBS, até se obter a concentração de 107 

células/mL, que foram mortas pelo calor, em autoclave a 100oC, por 10 minutos, preparadas e 

armazenadas sob refrigeração, até o momento do experimento. Nos estudos da fagocitose, a 

proporção do número de leveduras para o número de células na cultura, foi de 10 leveduras, 

para cada célula da cultura (de Oliveira Mendes et al., 2003).  

O Zimosan A de S. cerevisae foi diluído inicialmente em PBS a fim de realizar-se a 

contagem do número de partículas em câmera de Newbauer. Após a contagem e determinação 

da concentração final, diluiu-se, novamente em PBS, até que a solução atingisse uma 

concentração de 109 partículas/mL. Esta solução foi mantida sob refrigeração até o momento 

de sua utilização. Nos experimentos de mensuração dos ROIs, para estimulação celular, a 

proporção do número de partículas para o número de células na cultura foi de 10/1 (Trusk et 

al., 1978). 

 

 

4.3 Cimentos obturadores endodônticos 

  

 

Utilizaram-se dois cimentos obturadores endodônticos (cimentos de Rickert e Grossman, 

respectivamente) compostos pelas seguintes fórmulas, de acordo com seus fabricantes: 

• Pulp Canal Sealer Extended Work Time (PCS EWT®) (Sybron Dental Specialties, 

Glendora, CA, EUA), composto por óxido de zinco (32,9%); prata precipitada 

(21,9%); resina branca (8,2%); resina oleosa (6,0%) e eugenol (21,0%). 
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• Endofill® (gentilmente cedido pela Dentsply Indústria e Comércio Ltda., Petrópolis, 

RJ, Brasil), composto por óxido de zinco; resina hidrogenada; subcarbonato de 

bismuto; sulfato de bário; borato de sódio e eugenol e óleo de amêndoas doces. 

Para que os cimentos fossem manipulados de acordo com as especificações dos 

fabricantes, utilizou-se a proporção de 100mg pó / 1 gota de líquido na manipulação do PCS 

EWT® e 250g pó / 1 gota de líquido na manipulação do Endofill® (de Oliveira Mendes et al., 

2003) A fim de manter as condições de esterilidade, a manipulação foi realizada em fluxo 

laminar para todas as manipulações.  

Os cimentos foram colocados nas extremidades de capilares (Perfecta Indústria e 

Comércio de Lâminas de Vidro Ltda., São Paulo, SP, Brasil), previamente cortados e 

esterilizados. Esta manobra permitiu um contato padronizado dos cimentos com a suspensão 

celular nas diferentes situações dos experimentos (área do capilar de 3,52 mm2).  

Para que os cimentos atingissem a presa final, os capilares foram armazenados em placa 

de cultura de 6 poços estéreis (Nunclon TM, Nalge Nunc Internacional, Naperville, IL, EUA) e 

colocados em estufa a 37oC por três horas. Os grupos controle foram representados por 

capilares vazios (de Oliveira Mendes et al., 2003). De acordo com os fabricantes, a presa final 

do PCS EWT, a 37oC é menor que 2 horas. Em relação ao Endofill, os fabricantes informam 

somente que seu tempo de trabalho, a 37oC, é de aproximadamente 20 minutos.  

 

 

4.4 Obtenção e cultura de células peritoneais inflamatórias 

 

 

Foram injetados na cavidade peritoneal dos camundongos C57BL/6 e C57BL/6 IL-

12/23p40-/- 2ml de caldo tioglicolato estéril a 3%, (Difco Fluid Thioglycollate Medium, 

Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA), a fim de se obterem os macrófagos 

inflamatórios. Após 5 dias os  animais foram sacrificados por decaptação. Para se conseguir o 

maior conteúdo possível da suspensão celular, foi injetado rapidamente na cavidade peritoneal 

dos camundongos 10mL de meio RPMI 1640 estéril (GIBCO BRL, Grand Island, NY, EUA) 

com o auxílio de uma seringa acoplada a uma agulha 40 x 16 mm e, em seguida removeu-se o 

maior conteúdo possível com a mesma seringa. Em seguida, s células foram centrifugadas por 

10 minutos a 350 X g a 4oC, Após a centrifugação, realizou-se o descarte do sobrenadante e a 

ressuspendemos as células em meio RPMI 1640, suplementado com 10% de soro bovino fetal 

(Nutricel, Campinas, SP, Brasil), 0,1% de solução de β-mercaptoetanol (Sigma Chemical Co.) 



42 

a 0,05M, 0,2% de gentamicina (Sigma Chemical Co.) 200nM de L-glutamina (Sigma 

Chemical Co.) (meio completo). As células foram contadas em câmara de Newbauer e a 

concentração final foi mantida em 1 x 105 cels / mL para a análise da viabilidade celular em 

placas de 24 poços (Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Suíça) e para o ensaio de 

fagocitose; 1 x 106 células/mL para a verificação da aderência celular, viabilidade celular em 

tubo de polipropileno (Corning, Cambridge, MA, EUA) e produção de ROIs, e 2 x 106  

células/mL para os experimentos de detecção de IL-10, IL-12, TNF e NO. Todas as 

incubações foram realizadas em estufa com atmosfera umidificada, contendo 5% de CO2, a 

37oC.  

 

 

4.5 Viabilidade celular 

 

 

A avaliação da viabilidade dos macrófagos M1 e M2 frente aos cimentos obturadores 

endodônticos foi realizada em tubos de polipropileno (Corning) e em placas de 24 poços 

(Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Switzerland). 

A viabilidade celular em tubos de polipropileno (Corning), foi realizada adicionando-

se às suspensões celulares (1x106 células/mL), capilares contendo ou não os cimentos 

endodônticos. Em seguida, as culturas foram levadas à estufa com atmosfera umidificada, 

contendo 5% de CO2, a 37oC, por 24 horas, removeram-se 20µL destas  suspensões e 

colocaram-se em tubos eppendorf, juntamente com o mesmo volume de azul de tripan (Sigma 

Chemical Co.), 0,25% em PBS. Os conteúdos foram analisados em microscópio ótico 

utilizando câmara de Newbauer. Desta maneira, foram contadas as células vivas e mortas, e os 

resultados foram expressos em porcentagem. 

A viabilidade celular em placas de 24 poços (Techno Plastic Products) foi realizada 

adicionando-se às suspensões celulares (1x105 células/mL) capilares contendo ou não os 

cimentos endodônticos. Em seguida, estas placas de cultura foram incubadas por 2, 24 e 72 

horas em estufa com atmosfera umidificada, contendo 5% de CO2, a 37oC quando, em 

seguida, a viabilidade celular foi analisada através de microscópio invertido  após  o 

acréscimo de 100µL de solução de azul de tripan (Sigma Chemical Co.) 0,25% em PBS em 

cada poço. No mínimo 300 células. Os resultados foram expressos em porcentagem (de 

Oliveira Mendes et al., 2003). 
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4.6 Aderência de macrófagos ao substrato  

 

 

Utilizou-se o método descrito por Lee et al. (1993) com pequenas modificações. Após 

a obtenção das suspensões de macrófagos peritoneais inflamatórios, adicionou-se 1 X 106 

células / mL em meio completo em tubos de polipropileno estéreis (Corning). Em seguida, 

adicionaram-se os capilares previamente cortados contendo as amostras de cimentos. 

Capilares vazios foram utilizados nos tubos controles. Os tubos foram então incubados por 2 

horas e, em seguida, foram levados ao vortex por 5 segundos em baixa velocidade. Após a 

homogeneização, foram removidas alíquotas de 20µL de cada amostra e colocadas em 

câmaras de Newbauer, armazenadas em placa de Petri umidificadas e novamente incubadas a 

370C por 1 hora.  Após este período de incubação, realizou-se, através de microscopia ótica, a 

contagem dos macrófagos espraiados. O resultado da aderência foi expresso pelo número 

absoluto de células aderidas. Contaram-se 200 células, selecionadas aleatoriamente, do total 

de células presentes. 

 

 

4.7  Fagocitose da levedura Saccharomyces boulardii “in vitro”  

 

 

 A técnica descrita por Giaimis et al. (1992), com algumas modificações, foi utilizada 

para se verificar a interferência dos cimentos obturadores endodônticos no processo de 

fagocitose dos macrófagos M1 e M2.  Lamínulas redondas (Glass Técnica Importação e 

Comércio, Campinas, SP, Brasil) estéreis foram colocadas no fundo dos poços de uma placa 

de cultura de 24 poços (Techno Plastic Products) e 1 x 105 células/mL de suspensão celular 

em meio completo foram colocadas sobre estas lamínulas. As placas foram incubadas em 

estufa de CO2, a 37oC, por 2 horas. Em seguida, os meios de cultura foram então removidos e 

descartados. As células foram lavadas uma vez com RPMI 1640 a 37oC, tendo acrescentado 

em cada poço, 1 mL de RPMI 1640 a 37oC. Juntamente com os meios de cultura foram 

adicionados 100µL da suspensão de S. boulardii, (107 UFC leveduras/mL) mortas pelo calor 

como também os capilares com ou sem os cimentos. Novamente as placas foram incubadas 

em estufa de CO2, a 37oC, por 1h. Em seguida, as leveduras não ligadas foram delicadamente 

removidas através de três lavagens com meio RPMI 1640, a 37oC. As lamínulas foram 
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cobertas pelo ácido tânico a 1% (Labsinthy Produtos para Laboratório Ltda., Diadema, SP, 

Brasil) durante 1 minuto. Nova lavagem das células com meio RPMI 1640 foi realizada. A 

seguir, 1 gota de soro bovino fetal foi colocada sobre cada lamínula a fim de se evitar a 

cristalização do corante. As lamínulas foram retiradas das placas e após estarem secas, foram 

coradas com Panótico Rápido (Laborclin Produtos para Laboratórios Ltda, Pinhais, PR, 

Brasil) como será descrito. Após a coloração e secagem, as lamínulas foram coladas em 

lâminas com Entellan (MERK S.A., Darmstadt, Germany). Após secagem do Entellan 

utilizou-se o microscópio ótico num aumento de 100X em imersão para a contagem de: 200 

macrófagos, selecionados aleatoriamente, com pelo menos uma levedura associada, onde 

determinou-se o número de leveduras aderidas e o número de leveduras fagocitadas pelos 

macrófagos. 

 

  

4.7.1  Coloração com Panótico Rápido 

 

 

A coloração com Panótico Rápido foi realizada através da imersão de cada lamínula 

durante 5 segundos no Panótico no1, remoção do excesso; imersão, durante 5 segundos no 

Panótico no2, remoção do excesso; imersão das lamínulas no Panótico no3, também durante 5 

segundos. E, finalmente, lavagem em água corrente, para remoção do excesso do corante.  

  

 

4.7.2  Propriedades corantes das leveduras: 

 

 

 De acordo com Giaimis et al. (1992) as leveduras vivas apresentam-se coradas em 

azul escuro ou violeta. Por outro lado, as leveduras autoclavadas (mortas pelo calor) exibem a 

cor rosa claro. No entanto, se estas últimas forem tratadas com ácido tânico imediatamente 

antes da coloração com Panótico Rápido, exibirão a cor violeta. Estas propriedades corantes 

podem ser utilizadas na distinção de leveduras extracelurares das intracelulares no 

experimento de fagocitose. Somente as leveduras extracelulares, as quais são acessíveis à 

solução de ácido tânico apresentam a cor violeta após a coloração, enquanto as leveduras 

fagocitadas, permanecem com a cor rosa. 
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4.8 Produção de Radicais Intermediários de Oxigênio (ROIs) 

 

 

A mensuração da produção de ROIs por macrófagos M1 e M2 na presença e ausência 

dos cimentos obturadores foi avaliada através da técnica descrita por Trusk et al. (1978), com 

algumas alterações. Culturas celulares (1x106 células/mL) juntamente com os capilares com 

ou sem os cimentos endodônticos, foram incubadas em tubos de polipropileno estéreis durante 

24 horas, em estufa de CO2 a 37oC.  Em seguida, estes tubos foram centrifugados a 350xg a 

4oC durante 10 minutos. Após centrifugação, os sobrenadantes foram descartados, e as células 

ressuspendidas em 100µL de RPMI 1640, sem o fenol vermelho (Sigma Chemical Co.). O 

conteúdo dos tubos foi então transferido para placas de 96 poços Maxisorp (Nalge Nunc 

International, Rochester, New York, EUA), contendo 70µL de RPMI 1640, sem fenol 

vermelho (Sigma Chemical Co.) em cada poço. No momento da leitura da placa, foram 

adicionados, por poço, 107 partículas de zymosan/mL, e 0,05mM de luminol (5-amino-2,3-

dihidro-1,4-ptalazinedione) (Sigma Chemical Co.) em RPMI 1640 sem fenol vermelho. Este 

procedimento mede a quimioliminescência, amplificada pelo luminol, produzida pelo 

superóxido, radical hidroxila e peróxido de oxigênio em resposta à fagocitose de partículas de 

zymosam pelos macrófagos. É importante ressaltar que a emissão fraca de luz é observada em 

associação com a liberação de radicais livres de oxigênio, não podendo ser facilmente 

utilizada em sistemas de análise, como um meio de mensuração do processo de fagocitose. O 

luminol amplifica a produção de luz, interagindo com os ROIS produzindo maior intensidade 

luminosa com um pico de comprimento de onda de aproximadamente 425nm. As placas 

foram levadas ao luminômetro (LumiCount Packard Instrument Company Inc., Downers 

Grove, IL, EUA) e realizadas leituras de 2 em 2 minutos durante 1 hora.  

Os resultados foram expressos através da área sob cada curva obtida no período de 1 

hora, calculada da seguinte maneira: 

I = h [f_2 + f_3 + ....+ f_(n-1)] + (f_1+ f_n) h/2 

I = área abaixo da curva 

h = intervalo de tempo  

f_1 ,f_2,...,f_n = unidade de luz nos tempos 1, 2, ..., n (última) 
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4.9 Detecção de Óxido Nítrico (NO) 

 

 

Para se avaliar a produção de NO por macrófagos M1 e M2 frente aos cimentos 

obturadores endodônticos, foram adicianados às placas de 24 poços (Techno Plastic 

Products), 1ml de suspensão celular contendo 2X106 células/mL acrescidas das preparações 

de F. nucleatum e de P. anaerobius (107 UFC/mL), com e sem 10U/ml de IFN-γ 

recombinante (Pharmingem, San Diego, CA, EUA), além dos capilares, contendo ou não os 

cimentos obturadores endodônticos. Após o período de incubação de 72 horas, os 

sobrenadantes de cultura foram recolhidos e a presença de nitritos nos sobrenadantes foi 

avaliada, conforme método descrito por Green et al. (1982), com algumas adaptações. Em 

resumo, 50µL dos sobrenadantes de cultura foram colocados em placas de 96 poços Maxisorp 

(Nalge Nunc International, Rochester, New York, EUA). Nos poços em branco e nos poços 

da curva padrão foram colocados 50µL de RPMI 1640 (Sigma Chemical Co.). A seguir, 

100µL de solução estoque de NaNO2  a 100µM, previamente diluídos 1:200,  foram 

adicionados nos primeiros poços da curva padrão, e então foram realizadas diluições 

sucessivas de 1:2, nos poços seguintes. Finalmente, foram adicionados aos poços 100µL de 

uma mistura de sulfanilamida a 1%, em ácido fosfórico 2,5%, e naftidiletilenodiamina (Sigma 

Chemical Co.) 1%, em ácido fosfórico 2,5%, na proporção de 1:1. Após 10 minutos de 

incubação à temperatura ambiente, foi realizada em espectrofotômetro (Molecular Devices 

Corporation, Sunnyvale, CA, EUA) a 540nm. A quantidade de nitrito foi calculada, usando-se 

uma curva-padrão de nitrito de sódio. Amplitude de detecção: 125µM a 0,977µM.  

 

 

4.10 Produção de Fator de Necrose Tumoral (TNF) 

 

 

Placas de cultura de 24 poços (Techno Plastic Products) foram utilizadas para a 

colocação de 1mL de suspensão celular contendo 2x106 células/mL por poço, acrescidas das 

preparações de F. nucleatum e de P. anaerobius (107 UFC/mL) com e sem 10U/mL de IFN-γ 

recombinante (Pharmingem), além dos capilares, contendo ou não os cimentos obturadores 

endodônticos. Após um período de incubação de 24 horas em estufa de CO2 a 37oC, os 

sobrenadantes das culturas foram recolhidos e, a seguir, foram realizadas as leituras, 
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utilizando-se os kits Duo Set Elisa TNF (Development System R&D Systems, Mineapolis, 

MN, EUA). A técnica realizada, proposta pelo fabricante é: sensibilização das placas de 96 

poços Maxisorp (Nalge Nunc Internacional) com 100µL de anticorpo de captura na 

concentração de (0,8µg/ml), reconstituído em PBS (8g/l de NaCl; 0,2g/l de KCl; 1,15g/l de 

Na2HPO4; 0,2g/l de KH2PO4 em pH 7,2 a 7,4) e incubação destas placas por 12-18 horas, em 

temperatura ambiente. Após o período de incubação, as placas foram lavadas três vezes 

(300µl/poço) em PBS Tween 20, 0,05% (Sigma Chemical Co.), pH 72 a 7,4. Em seguida, 

bloqueram-se as placas com 300µl de reagente diluente (PBS + 1% albumina bovina , pH 7,2 

a  7,4) (Sigma Chemical Co.) e aguardaram-se por 1 hora em temperatura ambiente. As placas 

então foram novamente lavadas por três vezes, conforme descrito acima. O padrão de TNF, 

reconstituído em reagente diluente, foi colocado nos dois primeiros poços (concentração de 

2000 pg/mL) e, nos poços seguintes, foram realizadas diluições sucessivas de 1:2. Na 

sequência, foram acrescentados 100µL dos sobrenadantes enquanto 100µL de reagente 

diluente acrescido de meio RPMI 1640 foram acrescentados nos poços em branco. As placas 

foram então incubadas por 2 horas, em temperatura ambiente. Após este período, as placas 

foram novamente lavadas por três vezes, conforme descrito acima e, 100µL do anticorpo de 

detecção (150ng/mL), reconstituído em reagente diluente foi adicionado aos poços. 

Novamente as placas foram incubadas por 2 horas em temperatura ambiente e então lavadas 

por três vezes. A seguir, foi acrescentado aos poços, 100µL de estreptavidina, conjugada com 

peroxidade, em reagente diluente (50µL de estreptoavidina 1/200 em 10mL de reagente 

diluente). As placas foram cobertas com papel alumínio e mantidas em temperatura ambiente 

por um período de 20 minutos. As placas foram novamente lavadas por três vezes sendo 

adicionados aos poços 100µL de solução de substrato (4mg de OPD em 10 mL de tampão 

citrato-fosfato, 13,41g/l de NaH2PO4; 5,19g/l de C6H8O7 em pH 5,0) e 2µL de H2O2 30%.  As 

placas foram mantidas em temperatura ambiente, cobertas por papel alumínio por 30 minutos. 

Em seguida, adicionaram-se 50µL da solução de parada (H2SO42N) em cada poço. A leitura 

foi realizada em espectrofotômetro (Molecular Devices Corporation) no comprimento de onda 

de 492 nm. Sensibilidade: 43,1pg/ml. 
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4.11 Produção de Interleucina-12 (IL-12) 

 

 

A dosagem da produção de IL-12 foi realizada de forma semelhante à dosagem de 

TNF utilizando-se Kits Duo Set Elisa IL-12p70 (Development System R&D Systems). Cem 

microlitros de anticorpo de captura (720µg/mL) na concentração de 4µg/mL reconstituído em 

PBS (8g/l de NaCl; 0,2g/l de KCl; 1,15g/l de Na2HPO4; 0,2g/l de KH2PO4 em pH 7,2 a 7,4)  

foram utilizados como revestimento das placas de 96 poços Maxisorp (Nalge Nunc 

International). As placas foram incubadas por 12-18h, em temperatura ambiente. Em seguida, 

foram lavadas por três vezes (300µL/poço) em PBS Tween 20, 0,05% (Sigma Chemical Co.), 

pH 72 a 7,4. Bloquearam-se as placas com 300µL de reagente diluente (PBS+ 1%BSA, pH 

7,2 a  7,4) por 1h, à temperatura ambiente. Em seguida, lavaram-se as placas por três vezes 

conforme descrito acima. O padrão de IL-12, reconstituído em reagente diluente, foi colocado 

nos dois primeiros poços, em uma concentração de 2500pg/mL, tendo sido realizadas 

diluições sucessivas de 1:2. Na sequência, foram acrescentados 100µL dos sobrenadantes a 

serem analisados e, nos poços em branco, acrescentou-se 100µL de reagente diluente 

acrescido de meio RPMI 1640. Neste momento as placas foram incubadas por mais 2 horas 

em temperatura ambiente. A seguir, as placas foram novamente lavadas por três vezes, e 

100µL do anticorpo de detecção (72µl/mL) em reagente diluente foi colocado em cada poço. 

As placas foram incubadas por 2h em temperatura ambiente e, em seguida, foram lavadas por 

três vezes. Adicionaram-se 100µL/poço de estreptavidina, conjugada com peroxidase em 

reagente diluente (50µL de estreptoavidina 1/200 em 10mL de reagente diluente), cobrindo-se 

as placas com papel alumínio e as mantendo por 20 minutos em temperatura ambiente. Após 

o período de incubação, as placas foram lavadas três vezes como descrito anteriormente e 

adicionados aos poços 100µL de solução do substrato (4mg de OPD em 10 mL de tampão 

citrato-fosfato, 13,41g/l de NaH2PO4; 5,19g/l de C6H8O7 em pH 5,0) e 2µL de H2O2 30%.  As 

placas foram mantidas em temperatura ambiente, cobertas por papel alumínio por 30 minutos. 

Em seguida, adicionaram-se 50µL da solução de parada (H2SO42N) em cada poço. A leitura 

foi realizada em espectrofotômetro (Molecular Devices Corporation) no comprimento de onda 

de 492 nm. Sensibilidade: 29,7pg/ml. 
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4.12 Produção de Interleucina-10  (IL-10) 

 

 

A produção de IL-10 foi analisada de forma semelhante à das outras citocinas 

quantificadas, utlizando-se os kits Duo Set Elisa IL-10 (Development System R&D Systems). 

100µL de anticorpo de captura (360µg/mL) na concentração de 2µg/mL reconstituído em 

PBS (8g/l de NaCl; 0,2g/l de KCl; 1,15g/l de Na2HPO4; 0,2g/l de KH2PO4 em pH 7,2 a 7,4)  

foi utilizado como revestimento das placas de 96 poços Maxisorp (Nalge Nunc International). 

As placas foram então incubadas por 12-18h, em temperatura ambiente. Foram lavadas por 

três vezes (300µL/poço) em PBS Tween 20, 0,05% (Sigma Chemical Co.), pH 72 a 7,4. O 

bloqueio foi realizado utilizando-se 300µL de reagente diluente (PBS+ 1% albumina bovina, 

pH 7,2 a  7,4) por 1h, em temperatura ambiente. Realizaram-se nova lavagem das placas por 

três vezes. O padrão de IL-10 foi colocado nos dois primeiros poços, estando eles em uma 

concentração de 2000pg/mL. Nos poços seguintes foram realizadas diluições sucessivas de 

1:2. Na seqüência, 100µL dos sobrenadantes a serem analisados foram colocados de acordo 

com o “layout” da placa enquanto 100µL de reagente diluente acrescido de meio RPMI 1640, 

foram acrescentados nos poços em branco. As placas foram incubadas em temperatura 

ambiente por 2 horas. Seguiram-se novas lavagens das placas, e 100µL do anticorpo de 

detecção (72µl/mL) em reagente diluente foi colocado em cada poço, sendo mantidas em 

temperatura ambiente por 2h. As placas foram lavadas por mais três vezes e 100µL/poço de 

estreptavidina, conjugada com peroxidase em reagente diluente (50µL de estreptoavidina 

1/200 em 10mL de reagente diluente) foi adicionado. As placas foram cobertas com papel 

alumínio e mantidas por 20 minutos em temperatura ambiente. Lavaram-se novamente por 

três vezes, conforme já descrito. Na seqüência, foram adicionados aos poços 100µL de 

solução do substrato (4mg de OPD em 10 mL de tampão citrato-fosfato, 13,41g/l de 

NaH2PO4; 5,19g/l de C6H8O7 em pH 5,0) e 2µL de H2O2 30%. Encobriram-se as placas com 

papel alumínio e incubaram-se por mais 30 minutos quando esta reação interrompeu-se, 

adicionando-se 50µL de H2SO4 2N em cada poço. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro (Molecular Devices Corporation) no comprimento de onda de 492 nm. 

Sensibilidade: 25,9pg/ml. 
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4.13 Análises estatísticas 

 

 

As análises foram realizadas utilizando-se um software SPSS 12 Inc. (Statistical 

Package for Social Sciences). Os dados obtidos foram submetidos primeiramente a um teste 

de homogeneidade de variância (teste de Levene) e a um teste de normalidade (Shapiro Wilk). 

Quando os dados apresentavam homogeneidade de variância e distribuição normal, utilizou-se 

o teste t de Student (teste paramétrico). No caso de ausência de normalidade e 

homocedasticidade, utilizou-se o Mann-Whitney (teste não paramétrico). As diferenças foram 

consideradas significativas quando p<0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Viabilidade celular 

 

 

Com o intuito de verificar se os cimentos obturadores endodônticos Pulp Canal Sealer 

EWT® (PCS EWT®) e Endofill®, seriam citotóxicos para os macrófagos peritoneais M1 e 

M2, provenientes de camundongos C57BL/6 e C57BL/6 IL-12/23p40-/-, respectivamente, 

realizaram-se o estudo da viabilidade celular em placa de 24 poços e em tubo de 

polipropileno. 

  

 

5.1.1 Viabilidade em placa de 24 poços 

 

 

 A viabilidade celular em placas de 24 poços foi determinada após incubação de 1x105 

células/mL por 2, 24 e 72 horas. Estas condições são aquelas que foram utilizadas nos 

experimentos de fagocitose, produção de NO e das citocinas TNF, IL-12 e IL-10. A 

viabilidade celular foi determinada utilizando-se a técnica de exclusão de azul de tripan. Os 

resultados, podem ser vistos nos Gráficos 1 e 2 que demonstram que a viabilidade celular foi 

superior a 95% em todos os casos. 
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Gráfico 1- Viabilidade de macrófagos M1, recuperados de camundongos C57BL/6 (expressa em 

porcentagem), em placas de 24 poços, após 2, 24 e 72 horas de incubação de 1X105 células/mL, na presença e 

ausência dos cimentos endodônticos. O resultado é representativo da média de três experimentos realizados em 

triplicata. T indica o desvio padrão. 

 

 

95

97

99

101

103

105

107

109

2 h 24 h 72 h

%
 d

e 
m

ac
ró

fa
go

s 
M

2 
vi

vo
s

Controle Endofill PCS EWT
 

Gráfico 2- Viabilidade de macrófagos M2, recuperados de camundongos C57BL/6 IL-12/23p40-/- 

(expressa em porcentagem), em placas de 24 poços, após 2, 24 e 72 horas de incubação de 1X105 células/mL, na 

presença e ausência dos cimentos endodônticos. O resultado é representativo da média de três experimentos 

realizados em triplicata. T indica o desvio padrão. 

 

 

5.1.2 Viabilidade em tubos de polipropileno 

 

 

A viabilidade celular em tubos de polipropileno foi determinada após incubação de 

1x106 células/ml por 2 e 24  horas. Estas condições são aquelas que foram utilizadas nos 
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experimentos de aderência e produção de ROIs. A viabilidade celular foi realizada através da 

utilização da técnica de exclusão de azul de tripan. Os resultados estão expressos nos Gráficos 

3 e 4 onde constata-se que a viabilidade foi superior a 96% em todos os casos. 
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Gráfico 3- Viabilidade de macrófagos M1, recuperados de camundongos C57BL/6 (expressa em 

porcentagem), em tubos de polipropileno, após 2 e 24 horas de incubação de 1X106 células/ mL, na presença e 

ausência dos cimentos obturadores endodônticos. O resultado é representativo da média de três experimentos 

realizados em triplicata. T indica o desvio padrão. 
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Gráfico 4- Viabilidade de macrófagos M2, recuperados de camundongos C57BL/6 IL-12/23p40-/- 

(expressa em porcentagem), em tubos de polipropileno, após 2 e 24 horas de incubação de 1X106 células/mL, na 

presença e ausência dos cimentos obturadores endodônticos. O resultado é representativo da média de três 

experimentos realizados em triplicata. T indica o desvio padrão. 
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5.2 Aderência de macrófagos ao substrato  

 

 

Avaliou-se, in vitro, o efeito dos cimentos obturadores endodônticos na aderência de 

macrófagos M1 e M2 ao vidro. Os resultados estão apresentados no Gráfico 5. A pré-

incubação com os cimentos Endofill e PCS EWT inibiu significativamente (p<0,05) a 

aderência de macrófagos M1 e M2, quando comparados com o grupo controle, sem cimento. 

Os resultados estão expressos como o número absoluto de células aderidas. Contaram-se 200 

células, selecionadas aleatoriamente, do total das células presentes.  
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Gráfico 5 – Aderência ao vidro de macrófagos M1, recuperados de camundongos C57BL/6, e de 

macrófagos M2, recuperados de camundongos C57BL/6IL-12/23p40-/-  na presença e ausência dos cimentos 

obturadores endodônticos. Os macrófagos aderidos e não aderidos foram contados após 2 horas de incubação e 

os resultados estão expressos como o número absoluto de células aderidas. O resultado representa a média de 

três experimentos realizados em triplicata. T indica o desvio padrão e * indica diferença estatística das culturas 

pré-incubadas com os cimentos em relação às culturas controle, sem cimento (p<0,05) (Teste t de Student).  

 

 

5.3 Fagocitose da levedura S.boulardii por macrófagos inflamatórios M1 e M2 

 

 

Fagocitose é o processo que compreende aderência, engolfamento e digestão de 

determinada partícula, dependente do reconhecimento de receptores celulares de superfície, 

com a subseqüente formação de extensões membranosas ricas em actina ao redor da partícula, 
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formação de fagossoma e sua maturação em fagolisossoma cuja finalidade é a destruição do 

agente fagocitado (Brown & Greshan, 2003). A fim de verificar, in vitro, o efeito dos 

cimentos Endofill e PCS EWT sobre a fagocitose de macrófagos M1 e M2, colocou-se a 

levedura S. boulardii em contato com estas células juntamente com os capilares contendo e 

não os cimentos. Os resultados estão expressos nos Gráficos 6 e 7. Apesar de encontrarmos 

um número variável de leveduras aderidas aos dois tipos celulares, nenhuma diferença 

significativa foi encontrada. No gráfico 6 verifica-se que somente o grupo tratado com PCS 

EWT inibiu a taxa de fagocitose de macrófagos M1, quando comparada com o grupo controle 

(sem cimento)(p<0,05). Por sua vez, a fagocitose de S. boulardii por macrófagos M2 foi 

prejudicada na presença de ambos os cimentos endodônticos (p<0,05) (Gráfico7). Estes 

resultados demonstram ainda que, comparando os grupos controle (sem cimento), os 

macrófagos M2 apresentaram um índice estatisticamente significativo maior de fagocitose, 

que o grupo de macrófagos M1 (p<0,05). Contaram-se 200 células com levedura associada, 

selecionadas aleatoriamente, do total das células presentes. Os resultados estão expressos 

como o número de leveduras aderidas ou fagocitadas pelos macrófagos. 
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Gráfico 6 – Aderência e fagocitose de S. boulardii por macrófagos M1, recuperados de camundongos 

C57BL/6, após 2 horas de incubação  na presença e ausência (controle) dos cimentos obturadores endodônticos 

(expressos como o número de leveduras aderidas ou fagocitadas por macrófago). O resultado representa a média 

de três experimentos realizados em triplicata. T indica o desvio padrão e * indica diferença estatística das 

culturas pré-incubadas com os cimentos em relação às culturas controle, sem cimento (p<0,05) (Teste t de 

Student). # indica a diferença estatística entre as culturas de macrófagos M1 e M2, nas mesmas condições (Teste 

t de Student). 
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 Gráfico 7 - Aderência e fagocitose de S. boulardii por macrófagos M2, recuperados de camundongos 

C57BL/6 IL-12/23p40-/-, após 2 horas de incubação  na presença e ausência (controle) dos cimentos obturadores 

endodônticos (expressos como o número de leveduras aderidas ou fagocitadas por macrófago). O resultado 

representa a média de três experimentos realizados em triplicata. T indica o desvio padrão e * indica diferença 

estatística das culturas pré-incubadas com os cimentos em relação às culturas controle, sem cimento (p<0,05) 

(Teste t de Student). # indica a diferença estatística entre as culturas de macrófagos M1 e M2, nas mesmas 

condições (Teste t de Student). 

 

 

5.4 Produção de Radicais Intermediários de Oxigênio (ROIs) 

 

Os ROIs apresentam alta capacidade de atuar como agentes oxidantes. Desta maneira, 

sua produção torna-se um mecanismo importante de eliminação de microrganismos 

fagocitados. A produção de ROIs também é denominada de explosão respiratória (Shiloh et 

al., 1999; Carlos et al., 2003). Observou-se que os macrófagos M1 produziram níveis 

significativamente maiores de ROIs que os macrófagos M2, tanto em relação a produção 

basal quanto em relação a estimulada por zymosan (p<0,05) (Gráficos 8 e 9). A pré-incubação 

com ambos os cimentos, inibiu a produção basal de ROIs pelos macrófagos M1 (p<0,05). A 

explosão respiratória que ocorreu nos macrófagos M1 estimulada com zymosan foi 

drasticamente afetada por ambos Endofill e PCS EWT (p<0,05). PCS EWT inibiu 

significativamente a produção basal de ROIs por macrófagos M2.  
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Grafico 8 - Cinética de produção de ROIs por macrófagos M1 recuperados de camundongos C57BL/6. 

As células foram cultivadas na presença de capilares contendo os cimentos e capilares vazios (controle) por 24 

horas, estimuladas e não com 107 partículas de zymosan/mL. O resultado representa a média de três 

experimentos realizados em triplicata. 
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Gráfico 9 – Produção total de ROIs (representada pelo cálculo da área sob a curva), por macrófagos M1 

provenientes de camundongos C57BL/6. As células foram cultivadas na presença de capilares vazios (controle) e 

contendo os cimentos, por 24 horas, estimuladas e não com 107 partículas de zymosan/mL. O resultado 

representa a média de três experimentos realizados em triplicata. T indica o desvio padrão e * indica diferença 
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estatística das culturas pré-incubadas com os cimentos em relação às culturas controle, sem cimento (p<0,05) 

(Teste t de Student e Mann-Whitney). # indica a diferença estatística entre as culturas de macrófagos M1 e M2, 

nas mesmas condições (Mann-Whitney). 
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Gráfico 10 –  Cinética de produção de ROIs por macrófagos M2 provenientes de camundongos 

C57BL/6 IL-12/23p40-/-. As células foram cultivadas na presença de capilares contendo os cimentos e capilares 

vazios (controle) por 24 horas, estimuladas e não com 107 partículas de zymosan/ml. O resultado representa a 

média de três experimentos realizados em triplicata. 
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Gráfico 11 – Produção total de ROIs (representada pelo cálculo da área sob a curva) por macrófagos M2 

provenientes de camundongos C57BL/6 IL-12/23p40-/-. As células foram cultivadas na presença de capilares 

contendo os cimentos e capilares vazios (controle) por 24 horas, estimuladas e não com 107 partículas de 

zymosan/ml. O resultado representa a média de três experimentos realizados em triplicata. T indica o desvio 

padrão e * indica diferença estatística das culturas pré-incubadas com os cimentos em relação às culturas 

controle, sem cimento (p<0,05) (Teste t de Student). # indica a diferença estatística entre as culturas de 

macrófagos M1 e M2, nas mesmas condições (Mann-Whitney). 

 

 

5.5 Produção de Óxido Nítrico (NO) 

 

 

A produção de NO é um importante mecanismo de eliminação de microrganismos 

fagocitados. Devido as suas propriedades citotóxicas e por ser frequentemente gerado por 

macrófagos ativados, o NO exerce importante papel na imunidade inata (Garcia & Stein, 

2006). Para se avaliar estes parâmetros estimularam-se macrófagos em cultura (M1 e M2) 

com Fusobacterium nucleatum (Gram -), acrescida e não de IFN-γ, com Peptostreptococcus 

anaerobius (Gram+), acrescida e não de IFN-γ, na presença e ausência dos cimentos Endofill 

e PCS EWT. Os resultados estão expressos nos Gráficos 12, 13, 14 e 15. F. nucleatum 

induziu, de forma similar, a produção de NO por macrófagos M1 e M2 nos grupos controle 

(sem cimento) (gráficos 12 e 14). Com a adição de IFN-γ a estas culturas pode-se observar 

que os macrófagos M1 produziram mais NO em resposta ao F. nucleatum (gráficos 12 e 13). 

Comparando-se ainda os grupos controle (sem cimento), observou-se que os macrófagos M1, 

quando estimulados com F. nucleatum na presença de IFN-γ, apresentaram um índice 
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estatisticamente significativo maior de produção de NO que o grupo de macrófagos M2 

(p<0,05).  

Os cimentos endodônticos não alteraram a produção de óxido nítrico por macrófagos 

M1, mesmo na presença dos diferentes estímulos (gráficos 12 e 14). A produção de NO, por 

macrófagos M2, estimulada por F. nucleatum, e por F. nucleatum mais IFN-γ, foi prejudicada 

por ambos os cimentos Endofill e PCS EWT (Gráfico 13). P. anaerobius não induziu, por si 

só, a produção de NO pelas células M1 e M2 nos grupos controle (sem cimento), mas o fez na 

presença de IFN-γ (gráficos 14 e 15). Observou-se que a produção de NO, por macrófagos 

M2, estimulados por P. anaerobius na presença e ausência de IFN-γ, não foi afetada na 

presença dos cimentos (Gráfico 15).  
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Gráfico 12 - Produção de óxido nítrico (NO2
-) por macrófagos M1 provenientes de camundongos 

C57BL/6. Os macrófagos foram cultivados na presença de capilares vazios (controle) e de capilares contendo os 

cimentos endodônticos Endofill e PCS EWT por 72 horas, estimulados e não com F. nucleatum (F), com e sem 

IFN-γ (I). O resultado representa a média de três experimentos realizados em triplicata. T indica o desvio padrão. 

# indica a diferença estatística entre as culturas de macrófagos M1 e M2, nas mesmas condições (Mann-

Whitney). Amplitude de detecção: 125µM a 0,977µM).  
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Gráfico 13 - Produção de óxido nítrico (NO2
-) por macrófagos M2 provenientes de camundongos 

C57BL/6 IL-12/23p40-/-. Os macrófagos foram cultivados na presença de capilares vazios (controle) e de 

capilares contendo os cimentos endodônticos Endofill e PCS EWT por 72 horas, estimulados e não com F. 

nucleatum (F), com e sem IFN-γ (I). O resultado representa a média de três experimentos realizados em 

triplicata. T indica o desvio padrão e * indica diferença estatística das culturas pré-incubadas com os cimentos 

em relação às culturas controle, sem cimento (p<0,05) (Teste t de Student e Mann-Whitney). # indica a diferença 

estatística entre as culturas de macrófagos M1 e M2, nas mesmas condições (Mann-Whitney).  Amplitude de 

detecção: 125µM a 0,977µM).  
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Gráfico 14 - Produção de óxido nítrico (NO2
-) por macrófagos M1 provenientes de camundongos 

C57BL/6. Os macrófagos foram cultivados na presença de capilares vazios (controle) e de capilares contendo os 

cimentos endodônticos, Endofill e PCS EWT, por 72 horas, estimulados e não com P. anaerobius (P), com e sem 

IFN-γ (I). O resultado representa a média de três experimentos realizados em triplicata. T indica o desvio padrão. 

Sensibilidade: 125µM a 0,977µM).  
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Gráfico 15 - Produção de óxido nítrico (NO2
-) por macrófagos M2 provenientes de camundongos 

C57BL/6 IL-12/23p40-/-. Os macrófagos foram cultivados na presença de capilares vazios (controle) e de 

capilares contendo os cimentos endodônticos Endofill e PCS EWT, por 72 horas, estimulados e não com P. 

anaerobius (P), com e sem IFN-γ (I). O resultado representa a média de três experimentos realizados em 

triplicata. T indica o desvio padrão. Sensibilidade: 125µM a 0,977µM).  

 

 

5.6 Produção de Fator de Necrose Tumoral (TNF) 

 

 

O TNF é o principal mediador da resposta inflamatória aguda a bactérias gram-

negativas e outros microrganismos infecciosos. A principal função fisiológica do TNF é 

recrutar neutrófilos e macrófagos para o local da infecção e ativar estas células para erradicar 

microrganismos (Locksley et al., 2001). Entretanto, esta citocina pode ser responsável por 

muitas complicações sistêmicas graves (Li et al., 2006). A produção desta citocina, na 

ausência e/ou presença dos cimentos endodônticos foi avaliada em cultura de macrófagos M1 

e M2, estimulada e não com o F. nucleatum (F), P. anaerobius (P), na presença e ausência de 

IFN-γ (I). Os resultados estão expressos nos Gráficos 16 e 17. Tanto os macrófagos 

inflamatórios M1 quanto M2 produziram TNF-α na ausência de estímulo bacteriano. A 

produção de TNF-α estimulada por F. nucleatum por macrófagos M1 foi prejudicada pela 

presença do PCS EWT®. Entretanto, a pré-incubação tanto com PCS EWT® quanto com 

Endofill® interferiu com a produção desta citocina pelos macrófagos M1 quando as culturas 

foram estimuladas com P. anaerobius na presença de IFN-γ. A produção de TNF-α 

estimulada com F. nucleatum na presença de IFN-γ, por macrófagos M2, foi prejudicada pela 
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presença de ambos os cimentos. Por outro lado, a produção desta citocina por macrófagos M2 

foi prejudicada somente pelo Endofill quando as culturas foram estimuladas com P. 

anaerobius na presença de IFN-γ. Os resultados demonstram ainda que, comparando-se os 

grupos não tratados com cimento (grupos controle), os macrófagos M1, quando estimulados 

com P. anaerobius na presença de IFN-γ, apresentaram um índice estatisticamente 

significativo maior de produção desta citocina, que o grupo de macrófagos M2 (p<0,05). 

 

Gráfico 16- Produção de TNF por macrófagos M1 provenientes de camundongos C57BL/6, após 24 

horas de incubação, na ausência e presença dos cimentos obturadores endodônticos Endofill e PCS EWT 

estimulados e não com F. nucleatum (F),  P. anaerobius (P), com e sem IFN-γ (I). O resultado representa a 

média de três experimentos realizados em triplicata. T indica o desvio padrão e * indica diferença estatística das 

culturas pré-incubadas com os cimentos em relação às culturas controle, sem cimento (p<0,05) (Teste t de 

Student e Mann-Whitney). # indica a diferença estatística entre as culturas de macrófagos M1 e M2, nas mesmas 

condições (Mann-Whitney) Sensibilidade: 43,1pg/ml. 
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Gráfico 17- Produção de TNF por macrófagos M2 provenientes de camundongos C57BL/6 IL-12p40-/-, 

após 24 horas de incubação, na ausência e presença dos cimentos obturadores endodônticos Endofill e PCS EWT 

estimulados e não com F. nucleatum (F),  P. anaerobius (P), com e sem IFN-γ (I).  O resultado representa a 

média de três experimentos realizados em triplicata. T indica o desvio padrão e * indica diferença estatística das 

culturas pré-incubadas com os cimentos em relação às culturas controle, sem cimento (p<0,05) (Teste t de 

Student). # indica a diferença estatística entre as culturas de macrófagos M1 e M2, nas mesmas condições 

(Mann-Whitney). Sensibilidade: 43,1pg/ml. 

 

 

5.7 Produção de Interleucina-12 (IL-12) 

 

 

A IL-12 é uma citocina heterodimérica que desempenha o papel central na polarização 

dos linfócitos T helper (Th) para o subtipo Th1 (Gately et al., 1998), interligando a resposta 

imune inata à adaptativa. É produzida pela ativação de monócitos e células dendríticas (Rogge 

et al., 1997). Avaliou-se em cultura a produção desta citocina por macrófagos M1 estimulados 

e não com Fusobacterium nucleatum (F), Peptostreptococcus anaerobius (P), com e sem 

IFN-γ (I), na presença e ausência dos cimentos endodônticos das duas marcas comerciais. A 

produção de IL-12p70 não foi detectada em cultura na ausência de estímulo bacteriano. 

Nenhum dos cimentos obturadores endodônticos interferiu com a produção desta citocina 

pelos macrófagos M1 estimulados e não com F. nucleatum (F), P. anaerobius (P), na 

presença ou ausência de IFN-γ (I) (Gráfico 18). 
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Gráfico 18- Produção de IL-12 por macrófagos M1 provenientes de camundongos C57BL/6, após 24 

horas de incubação, na ausência e presença dos cimentos obturadores endodônticos Endofill e PCS EWT 
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estimulados e não com F. nucleatum (F),  P. anaerobius (P), com e sem IFN-γ (I). O resultado representa a 

média de três experimentos realizados em triplicata. T representa o desvio padrão. Sensibilidade: 29,7pg/ml. 

 

 

5.8 Produção de Interleucina-10 (IL-10) 

 

 

A IL-10 é uma citocina do tipo Th2 que interfere negativamente com a síntese de 

mediadores pró-inflamatórios, limitando a ação de funções de células Th1 (Awasti et al., 

2004), minimizando respostas imunes e conseqüentemente patologias inflamatórias (O’Garra 

et al., 2004).  

A produção desta citocina foi avaliada em culturas de macrófagos M1 e M2 

estimuladas e não com o F. nucleatum (F), P. anaerobius (P), com e sem IFN-γ (I), na 

presença e ausência dos cimentos endodônticos Endofill e PCS EWT. Os resultados estão 

expressos nos Gráficos 20 e 21. A produção de IL-10 não foi detectada em cultura de 

macrófagos M1 e M2 na ausência de estímulo bacteriano. Nenhum dos cimentos obturadores 

endodônticos interferiram com a produção desta citocina pelos macrófagos M1 estimulados 

com F. nucleatum (F), P. anaerobius (P), na presença e ausência de IFN-γ (I). Por outro lado, 

a pré-incubação com PCS EWT® interferiu com a produção desta citocina pelos macrófagos 

M2 somente quando as culturas foram estimuladas com P. anaerobius. Demonstrou-se ainda, 

que, comparando os grupos não tratados com cimento (grupos controle), os macrófagos M2, 

quando estimulados com F. nucleatum, apresentaram um índice estatisticamente significativo 

maior de produção desta citocina, que o grupo de macrófagos M1 (p<0,05). 
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Gráfico 19- Produção de IL-10 por macrófagos M1 provenientes de camundongos C57BL/6, após 72 

horas de incubação, na ausência e presença dos cimentos obturadores endodônticos Endofill e PCS EWT 

estimulados ou não com F. nucleatum (F),  P. anaerobius (P), com e sem IFN-γ (I).  O resultado representa a 

média de três experimentos realizados em triplicata. T indica o desvio padrão e # indica a diferença estatística 

entre as culturas de macrófagos M1 e M2, nas mesmas condições (Teste t de Student). Sensibilidade: 25,9pg/ml. 

 

 

 

Gráfico 20- Produção de IL-10 por macrófagos M2 provenientes de camundongos C57BL/6 IL-

12/23p40-/-, após 72 horas de incubação, na ausência e presença dos cimentos obturadores endodônticos 

Endofill e PCS EWT estimulados ou não com F. nucleatum (F), P. anaerobius (P), com e sem IFN-γ (I).  O 

resultado representa a média de três experimentos realizados em triplicata. T indica o desvio padrão e * indica 

diferença estatística das culturas pré-incubadas com os cimentos em relação às culturas controle, sem cimento 

(p<0,05) (Teste t de Student). # indica a diferença estatística entre as culturas de macrófagos M1 e M2, nas 

mesmas condições (Teste t de Student). Sensibilidade: 25,9pg/ml. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

O sucesso do tratamento endodôntico depende de um diagnóstico e plano de 

tratamento acurados, conhecimento da anatomia e morfologia dentária, além dos conceitos 

tradicionais de limpeza e formatação adequadas e obturação tridimensional do SCR (Schilder, 

1974; Johnson & Gutman, 2007). A obturação do SCR é o estágio final do tratamento 

endodôntico, a qual previne infiltração coronária e contaminação bacteriana, sela o ápice aos 

fluidos dos tecidos periapicais, além de selar os irritantes remanescentes no interior dos canais 

(Delivanis et al., 1983). Durante a obturação dos SCR, os cimentos endodônticos são 

utilizados em conjunção com um material obturador sólido ou semi-sólido (Endodontists, 

2004; Johnson & Gutman, 2007), permanecendo em contato íntimo com os tecidos 

perirradiculares (Pulgar et al., 2002; Bernard & Szabo, 2003).  

No decorrer dos anos, vários pesquisadores vêem avaliando a citotoxicidade dos 

cimentos obturadores endodônticos, utilizando-se diferentes metodologias (Hume, 1984; 

Bratel et al., 1998; Makesi et al., 1996; de Oliveira Mendes et al., 2003). 

Neste trabalho, utilizando-se duas marcas comerciais de cimentos endodônticos à base 

de óxido de zinco e eugenol (ZOE), avaliou-se a sua capacidade de atuação nas respostas de 

macrófagos (M1 e M2) peritoneais murinos, dentre elas: viabilidade celular, aderência ao 

vidro, fagocitose de S. boulardii, produção de ROIs e NO, como também a produção das 

citocinas TNF, IL-12 e IL-10.  

Inicialmente verificamos a viabilidade celular de macrófagos M1 e M2, na presença e 

ausência dos cimentos endodônticos, que foram expostos às culturas celulares de maneira 

uniforme e estável, conforme metodologia previamente desenvolvida por nós (de Oliveira 

Mendes et al., 2003). Os cimentos foram manipulados e inseridos nas extremidades de 

capilares estéreis previamente cortados e colocados em contato com as suspensões celulares 

de macrófagos. Capilares vazios foram utilizados como controle. A viablidade celular foi 

determinada em placas de 24 poços e em tubos de polipropileno, utilizando-se a técnica de 

exclusão do azul de tripan. Esta técnica se baseia na expulsão deste corante por células viáveis 

através da bomba de sódio e potássio, o que leva as células mortas a se tornarem impregnadas 

pelo corante, apresentando-se com a coloração azul. Incubaram-se, em placas de 24 poços, 

1x105 células/mL por 2, 24 e 72 horas, nas mesmas condições utilizadas nos demais 

experimentos (fagocitose, produção de NO e das citocinas TNF, IL-12 e IL-10). Nos tubos de 

polipropileno, incubaram-se 1x106 células/ml por 2 e 24 horas, nas mesmas condições 
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utilizadas nos experimentos de aderência e produção de ROIs. Como os resultados foram 

similares para ambos os macrófagos, M1 e M2, na presença dos cimentos PCS EWT e 

Endofill, qualquer resultado obtido nos demais testes realizados, não podem, portanto, ser 

atribuído a uma maior ou menor viabilidade celular em decorrência do estímulo promovido 

pelo cimento. Utilizando-se macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c incubados nas 

mesmas condições deste estudo e com os mesmos cimentos, de Oliveira Mendes et al. (2003) 

demonstraram a mesma premissa. Entretanto, Melegari et al. (2006), utilizando a técnica de 

exclusão do azul de tripan relataram que o cimento Roth 801, a base de ZOE, causou morte 

celular significativa em culturas de fibroblastos e macrófagos. Algum componente deste 

cimento pode ter interferido com a viabilidade destas células. 

Ao se analisar a aderência dos macrófagos, M1 e M2, na presença dos dois cimentos 

endodônticos, PCS EWT e Endofill, observou-se que os mesmos interferiram negativamente 

na aderência de ambos os macrófagos ao vidro. Como a aderência é o primeiro passo para o 

processo fagocítico e para a apresentação de antígenos pelos macrófagos inflamatórios 

(Unanue & Allen, 1987), a interferência neste processo, observada aqui, demonstra uma 

capacidade dos cimentos endodônticos avaliados de modificar a resposta imune, nos sítios 

perirradiculares. Nossos resultados assemelham-se àqueles obtidos por Sadeghein et al. 

(2001) e Oliveira Mendes et al. (2003), utilizando-se macrófagos peritoneais recuperados de 

camundongos BALB/c, onde observaram-se que os cimentos a base de ZOE prejudicam a 

aderência celular. Muitos outros materiais utilizados no transcurso da terapia endodôntica 

também interferem, in vitro, com a aderência de macrófagos. Dentre estes materiais citam-se 

o EDTA (Segura et al., 1996), hidróxido de cálcio (Segura et al., 1997), hipoclorito de sódio a 

5,25% e glutaraldeído a 1% (Jímenez-Rúbio et al., 1997), paramonoclorofenol e 

paramonoclorofenol canforado (Lhamas et al., 1997), perborato de sódio (Jímenez-Rúbio & 

Segura, 1998), eugenol (Segura & Jímenez-Rúbio, 1998), e Tifell (formocresol-eugenol) 

(Segura et al., 1998). Em conjunto, estes resultados remetem para a importância de um 

desbridamento efetivo dos SCR infectados, bem como a cuidadosa observância pelo clínico, 

do momento exato de se proceder à obturação dos SCR, uma vez que, como demonstrado 

neste estudo, o cimento obturador que permanecerá em íntimo contato com os tecidos 

periodontais adjacentes, interfere negativamente com a resposta do hospedeiro.  

Os macrófagos desempenham papel crítico na imunidade inata, fagocitando partículas 

estranhas e produzindo citocinas. Atuam também como importantes células acessórias e 

efetoras na imunidade adquirida, apresentando antígenos aos linfócitos T (Metgzer, 2000; 

Fujiwara & Kobayashi, 2005). Devido à importância do processo fagocítico, tanto na resposta 
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imune inata quanto na adaptativa, este estudo procurou avaliar a interferência dos dois 

cimentos endodônticos selecionados nos processos de aderência e fagocitose. Utilizando-se os 

macrófagos M1 e M2, analisou-se sua capacidade de fagocitar a levedura Saccharomyces 

boulardii, que, devido ao seu grande tamanho, favorece sua contagem durante os 

procedimentos laboratoriais.  Como os cimentos não interferiram na adesão das leveduras à 

superfície de ambos os macrófagos, acredita-se que os mesmos não alteram os seus receptores 

de adesão. Sabe-se que os receptores para a levedura não são os mesmos que medeiam a 

adesão de superfícies plásticas. De acordo com Person (1996), glicanas presentes na 

superfície de fungos parecem se ligar aos receptores “garis” na superfície de macrófagos.  

Por sua vez, ao se analisar a fagocitose, observou-se que o processo sofreu 

interferência negativa dos cimentos em ambos os tipos celulares. O cimento Endofill, 

contudo, não interferiu na fagocitose do S. boulardii pelos macrófagos M1. Atualmente, sabe-

se que os macrófagos recuperados de camundongos BALB/c, apresentam um pefil M2 (Mills 

et al., 2000), similar àquele de macrófagos M2 recuperados de camundongos C57BL6/IL-

12/23p40-/- (utilizados neste estudo) (Mills et al., 2000; Bastos et al., 2002). Resultados 

similares aos encontrados aqui foram demonstrados por de Oliveira Mendes et al. (2003), em 

macrófagos de camundongos BALB/c, com prejuízo do processo fagocítico celular, após 

incubação com os cimentos PCS EWT e Endofill, tanto a fresco quanto após sua presa e por 

Makesi et al. (1996) que demonstraram que o processo fagocítico realizado por macrófagos 

peritoneais de ratos foi prejudicado na presença de alguns materiais obturadores 

endodônticos, dentre eles, dois cimentos a base de ZOE (Canals-N e Canals). De forma 

interessante, observaram-se, neste estudo, que ao contar-se o número de leveduras 

fagocitadas, havia um maior número de S. boulardii no citoplasma dos macrófagos M2 

quando comparados àqueles M1. Resultados semelhantes haviam sido relatados por Bastos et 

al. (2002) e Rezende et al. (2007). Este resultado, contudo, não se deve a uma interferência 

dos cimentos endodônticos na adesão das leveduras à superfície dos macrófagos M1 e M2, 

conforme demonstrado nos testes de adesão. É preciso lembrar que a fagocitose é um 

processo complexo que requer a ligação de receptores celulares com ligantes da superfície da 

partícula, uma rede de transdução de sinais, o rearranjo do citoesqueleto celular e uma série 

dinâmica de eventos de fusão, fissão e remodelamento da membrana do fagócito (Swanson & 

Baer, 1995; Allen & Aderem, 1996; Desjardins, 2003), podendo ocorrer de forma distinta nos 

dois tipos celulares, M1 ou M2. Este resultado pode se dever, também, a uma maior 

habilidade dos macrófagos M1 em eliminar a levedura que fora internalizada o que levaria a 
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um menor número durante a contagem nestas células, apesar de não termos encontrado dados 

na literatura que corroboram com este fato. 

Após o engolfamento, a célula fagocítica submete o antígeno a componentes tóxicos e 

enzimas, procurando eliminá-lo (Karolin & Segal, 1996). Os dois mecanismos 

antimicrobianos de macrófagos ativados, mais bem identificados e geneticamente 

confirmados, são os radicais intermediários de oxigênio (ROIs) e nitrogênio (NO) (Shiloh et 

al., 1999). Neste estudo investigaram-se se os cimentos endodônticos interfeririam na 

produção de  ROIs e NO por macrófagos M1 e M2. Observou-se que ambos os cimentos 

interferiram negativamente com a produção basal e estimulada de ROIs nos macrófagos M1, 

o que foi também observado, de maneira significativa, nos macrófagos M2 estimulados pelo  

cimento PCS EWT. A produção de ROIs é dependente do sistema NADPH fagócito oxidase 

que é composto por subunidades proteicas localizadas na membrana plasmática e no 

citoplasma dos macrófagos em repouso. A ativação da NADPH oxidase requer interações de 

suas subunidades proteicas na membrana do fagossoma dos macrófagos ativados. Os 

resultados aqui observados, sugerem que os cimentos endodônticos avaliados podem interferir 

negativamente com estas interações protéicas e, conseqüentemente, nos processos de 

eliminação microbiana. Ao se comparar a produção de ROIs entre os macrófagos M1 e M2, 

observou-se que o primeiros produziram níveis significativamente maiores, tanto em relação a 

produção basal quanto em relação a estimulada pelo zymosan. Esta maior produção observada 

nos macrófagos M1 está de acordo com os resultados relatados por Mosser (2003) e Rezende 

et al. (2007).   

Selecionando dois microrganismos sabidamente envolvidos nas infecções de origem 

endodôntica, o Fusobacterium nucleatum e o Peptostreptococcus. anaerobius (Sundqvist, 

1992; Lanna et al., 2001), na presença e ausência de IFN-γ, este trabalho procurou avaliar o 

papel dos cimentos Endofill e PCS EWT na produção de NO, estimulando, in vitro, 

macrófagos peritoniais murinos M1 e M2. Observou-se que os cimentos não interferiram com 

a produção de NO por macrófagos M1. Por outro lado, a produção de NO pelos macrófagos 

M2 foi inibida quando ativada com F. nucleatum, na presença e ausência de IFN-γ. Se houver 

uma interferência por parte dos cimentos, inibindo a síntese de proteínas, a produção de NO 

pode estar sendo diminuída porque é dependente de iNOS. Os macrófagos M1, quando 

estimulados com F. nucleatum na presença de IFN-γ, apresentaram um índice maior 

(estatisticamente significativo) de produção de NO que o grupo de macrófagos M2, na 

ausência dos cimentos obturadores. Este resultado, corroborado por vários outros na literatura 
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(Bogdan et al., 1991; Mills et al., 2000; Bastos et al., 2002; Mosser, 2003; Kato et al., 2003), 

demonstra que células com perfil pro-inflamatório (tipo 1) são mais facilmente ativadas para 

produzir NO. Por sua vez, as células do tipo 2 que secretam principalmente as citocinas TGF-

β, IL-10 e IL-4, as quais, inibindo a iNOS e estimulando a arginase, respondem 

metabolicamente com baixos níveis de produção de NO (Mills et al., 2000; Bastos et al., 

2002; Mosser, 2003).  

As citocinas desempenham papel importante na patogênese das lesões periapicais. Já 

foi demonstrado que a inflamação que aí ocorre não é somente fruto da ação direta de 

microrganismos, mas também de mediadores pró-inflamatórios, como as citocinas (Stashenko 

et al., 1998). Neste estudo, avaliou-se se os cimentos obturadores das duas marcas comerciais 

interfeririam na produção de TNF-α, IL-12 e IL-10 por macrófagos peritoneais de 

camundongos M1 e M2. Procurando-se reproduzir experimentalmente o que ocorre in vivo 

nos tecidos adjacentes à infecção endodôntica, este estudo analisou a produção destas 

citocinas, nas condições acima pré-estabelecidas, mas também, na presença e ausência dos 

antígenos de F. nucleatum e P. anaerobius, acrescidos e não de IFN-γ. O IFN-γ é a principal 

citocina ativadora de macrófagos e exerce funções críticas na imunidade inata e adaptativa 

mediada por células (Schroder et al., 2004).  

 O TNF é uma citocina pró-infamatória que exerce funções cruciais na ativação 

e regulação das respostas inflamatórias e imunológicas. Os fagócitos mononucleares ativados 

são a fonte primordial desta citocina (Aggarwall, 2003; Xanthoulea et al., 2004). De acordo 

com Stashenko et al. (1990), o TNF-α, nas lesões periapicais, tem um papel relevante na 

ativação osteoclástica. Neste estudo, observou-se que tanto os macrófagos M1 quanto M2 

produziram TNF na ausência de estímulo bacteriano. Mosser et al. (2003) haviam 

demonstrado que os macrófagos M2 e M1, quando estimulados, diferenciam-se apenas na 

produção de IL-12 e IL-10, produzindo as demais citocinas de forma semelhante. Em resposta 

ao estímulo com MTA, Rezende et al. (2005) demonstraram, in vitro, que a produção de TNF 

por macrófagos M1 e M2, na ausência de qualquer estímulo, se deu de forma semelhante ao 

encontrado neste estudo. Com relação à produção de TNF após estímulo bacteriano ou 

acréscimo de IFN-γ, na presença dos cimentos endodônticos, observamos algumas diferenças. 

PCS EWT interferiu negativamente com a produção desta citocina quando os macrófagos M1 

foram estimulados por F. nucleatum. Ambos os cimentos prejudicaram a produção de TNF 

quando as culturas M1 foram estimuladas com P. anaerobius na presença de IFN-γ. A 

produção desta citocina, estimulada com F. nucleatum e IFN-γ, por macrófagos M2, foi 
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prejudicada na presença de ambos os cimentos.  O Endofill interferiu negativamente com a 

produção desta citocina, por macrófagos M2, estimulada com P. anaerobius, na presença de 

IFN-γ. Estes resultados sugerem que os cimentos podem interferir negativamente nas fases 

iniciais da resposta imune. Nossos resultados demonstraram ainda que, comparando-se os 

grupos não tratados com cimento (grupos controle), os macrófagos M1, quando estimulados 

com P. anaerobius na presença de IFN-γ, apresentaram um índice estatisticamente 

significativo maior de produção desta citocina, que o grupo de macrófagos M2.  Encontramos 

divergências na literatura no que diz respeito à produção de citocinas frente a bactérias gram-

negativas e gram-positivas. Hessle et al. (2000) demonstraram que bactérias gram-positivas 

são importantes indutoras de IL-12 e que as gram-negativas estimulam preferencialmente a 

produção de IL-10; Karlsson et al. (2002) verificaram que as bactérias gram-positivas 

induziram níveis mais altos de produção de IL-12 e TNF que as gram-negativas; Feezor et al. 

(2003) e Rezende et al. (2005) demonstraram o mesmo padrão de produção de citocinas frente 

a bactérias gram-positivas e gram-negativas. Estes resultados divergentes podem ser devido as 

diferentes espécies bacterianas testadas nestes estudos.  Fica claro, por estes resultados, que a 

relação entre o tipo de citocina produzida por macrófagos e a similaridade entre a composição 

da parede celular de diferentes espécies bacterianas que a torna gram-positiva ou gram-

negativa é duvidosa.  Parece, pelos resultados relatados, que diferentes espécies interagem 

com macrófagos de formas diferentes, provocando respostas diversas. 

A IL-12 é uma citocina pró-inflamatória, produzida principalmente pelas células 

apresentadoras de antígeno ativadas por microrganismos ou seus subprodutos, como também 

pelos linfócitos T. É uma potente moduladora das funções das células NK e T. Devido à sua 

atividade sobre estes dois tipos celulares, a IL-12 funciona como um elo entre as respostas 

imune inata e adaptativa (Gately et al., 1998; Trinchieri, 2003). Sua detecção foi mensurada 

apenas nas culturas de macrófagos M1, uma vez que os macrófagos M2 são oriundos de 

animais p40 knockouts e, conseqüentemente, não expressam a IL-12p70. A produção de IL-

12 não foi detectada nas culturas na ausência dos estímulos bacterianos. Observou-se que a 

produção desta citocina aumentou na presença dos estímulos bacterianos e mais ainda, quando 

acrescidos de IFN-γ. Nossos resultados coincidem com os resultados encontrados por Ma et 

al. (1996); Hayes et al. (1998) e Rezende et al. (2005). Desta forma, torna-se claro que 

nenhum dos cimentos endodônticos avaliados interferiu com a produção da IL-12 pelos 

macrófagos M1, sugerindo que os mesmos não prejudicam as ações mediadas por esta 

citocina, durante as respostas às infecções periapicais. Anteriormente, resultado similar havia 
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sido relatado por de Oliveira Mendes et al. (2003), que observaram que os mesmos cimentos 

avaliados aqui, não interferiam com a produção da IL-12 por macrófagos peritoneais 

inflamatórios recuperados de camundongos BALB/c.    

A IL-10 é uma citocina do tipo Th2 que interfere negativamente com a síntese de 

mediadores pró-inflamatórios, limitando assim a ação de funções de células Th1. (Awashi et 

al., 2004; O’Garra et al., 2004). Nas lesões periapicais, a IL-10 inibe a reação osteoclástica 

(Kawashima et al., 1996; Stashenko et al., 1998).  Com o intuito de demonstrar se os 

cimentos endodônticos interferiram na produção de IL-10 por macrófagos M1 e M2, esta foi 

avaliada após o estímulo das células, na presença e ausência dos cimentos. Observou-se que a 

IL-10 não foi detectada nas culturas M1 e M2 na ausência de estímulo bacteriano. Nenhum 

dos cimentos obturadores endodônticos interferiu com a produção desta citocina pelos 

macrófagos M1 na presença dos estímulos testados. Por outro lado, a pré-incubação com PCS 

EWT interferiu com a produção desta citocina pelos macrófagos M2 somente quando as 

culturas foram estimuladas com P. anaerobius. Demonstrou-se ainda, que, comparando os 

grupos não tratados com cimento (grupos controle), os macrófagos M2, quando estimulados 

com F. nucleatum, produziram mais IL-10 que o grupo de macrófagos M1. Este resultado 

coincide com os trabalhos de Rezende et al. (2005). 

 Demonstramos, mais uma vez, que os cimentos endodônticos PCS EWT e Endofill 

interferiram negativamente com importantes atividades de macrófagos. Por esta razão, 

sugerimos que a extrusão dos cimentos aos tecidos periradiculares deve ser evitada. 
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7 CONCLUSÕES 

 

Pôde observar-se que: 

 

• Os cimentos PCS EWT e Endofill não interferiram na viabilidade celular de 

macrófagos M1 e M2. 

• Os cimentos PCS EWT e Endofill inibiram a aderência de macrófagos M1 e M2 ao 

substrato; a fagocitose de S. boulardii por macrófagos M2; a produção basal e 

estimulada de ROIs por macrófagos M1; a produção de NO estimulados com F. 

nucleatum + IFN-γ  por macrófagos M2; a produção de TNF estimulada por P. 

anaerobius + IFN-γ por macrófagos M1 e a produção de TNF estimulada com F. 

nucleatum + IFN-γ  por macrófagos M2;  

• PCS EWT interferiu negativamente com a fagocitose de S boulardii por macrófagos 

M1; com a produção basal de ROIs por macrófagos M2; com a produção de TNF 

estimulada com F. nucleatum por macrófagos M1 e com a produção de IL-10, 

estimulada com P. anaerobius, por macrógfagos M2. 

• O Endofill inibiu a produção de TNF, estimulada por P. anaerobius + IFN-γ, por 

macrógafos M2. 

 

Assim, concluiu-se que os cimentos endodônticos Endofill e PCS EWT interferem 

negativamente com importantes respostas efetoras dos macrófagos e que a extrusão dos 

mesmos para os tecidos periradiculares no momento da obturação do SCR deve ser evitada. 

Podemos especular que em presença de infecção ou em caso de existir a possibilidade da 

persistência do microrganismo na região, a obturação do SCR não deverá ser realizada, pelo 

menos neste momento. 
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9 ANEXOS 

 

TABELA 1 - Análise descritiva dos experimentos em relação ao número de células M1 aderidas ao 

vidro, na presença dos capilares com e sem os cimentos das duas marcas comerciais. 

Medidas descritivas 

Cimento Média Mínimo Máximo Desvio-Padrão 

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 análise estatística para o número de macrófagos M1 aderidos ao vidro, após 

exposição aos cimentos endodônticos das duas marcas comerciais. 

Grupos Valor p Teste 

Controle x Endofill 0,014* t de student 

Controle x PCS EWT 0,027* t de student 

 

 

TABELA 3 - Análise descritiva dos experimentos em relação ao número de células M2 aderidas ao 

vidro, na presença dos capilares com e sem os cimentos das duas marcas comerciais. 

Medidas descritivas 

Cimento Média Mínimo Máximo Desvio-Padrão 

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 análise estatística para o número de macrófagos M2 aderidos ao vidro, após 

exposição aos cimentos endodônticos das duas marcas comerciais. 

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 análise estatística para o número de macrófagos M1 e M2 aderidos ao 

vidro. 

Grupos Valor p Teste 

controle M1 X controle M2 0,735 t de student 

 

 

TABELA 6 - Análise descritiva dos experimentos em relação ao número de células M1 com leveduras 

aderidas, após 1 hora de incubação com S. boulardii, na presença dos capilares com e sem os cimentos das duas 

marcas comerciais. 

Medidas descritivas 

Cimento Média Mínimo Máximo Desvio-Padrão 

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 análise estatística para o número de macrófagos M1 com leveduras 

aderidas, após exposição aos cimentos endodônticos das duas 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 - Análise descritiva dos experimentos em relação ao número de células M1 com leveduras 

fagocitadas, após 1 hora de incubação com S. boulardii, na presença dos capilares com e sem os cimentos das 

duas marcas comerciais. 

Medidas descritivas 

Cimento Média Mínimo Máximo Desvio-Padrão 

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 análise estatística para o número de macrófagos M1 com leveduras 

fagocitadas, após exposição aos cimentos endodônticos das 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 – Análise descritiva dos experimentos em relação ao número de células M2 com leveduras 

aderidas, após 1 hora de incubação com S. boulardii, na presença dos capilares com e sem os cimentos das duas 

marcas comerciais. 

Medidas descritivas 

Cimento Média Mínimo Máximo Desvio-Padrão 

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 análise estatística para o número de macrófagos M2 com leveduras 

aderidas, após exposição aos cimentos endodônticos das duas 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 - Análise descritiva dos experimentos em relação ao número de células M2 com leveduras 

fagocitadas, após 1 hora de incubação com S. boulardii, na presença dos capilares com e sem os cimentos das 

duas marcas comerciais. 

Medidas descritivas 

Cimento Média Mínimo Máximo Desvio-Padrão 

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 análise estatística para o número de macrófagos M2 com leveduras 

fagocitadas, após exposição aos cimentos endodônticos das 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 análise estatística para o número de leveduras aderidas/macrófagos M1 e 

M2. 

Grupos Valor p Teste 

controle M1 X controle M2 0,837 t de student 

 

 

TABELA 15 - Resultados da análise estatística para o número de leveduras fagocitadas/macrófagos M1 

e M2. 

Grupos Valor p Teste 

controle M1 X controle M2 0,05 t de student 

 

 

TABELA 16 - Medidas descritivas dos experimentos em relação à produção de NO por macrófagos 

M1, após 72 horas de incubação, na ausência e presença dos cimentos das duas marcas comerciais, acrescidos e 

não de 107 UFC de F. nucleatum/mL (F) com e sem 10U/ml de IFN-γ (I). 

Medidas descritivas 

Cimento Meio Média Mínimo Máximo Desvio-Padrão 

 Mo 4,110 1,75 7,26 2,838 

Controle Mo + F 64,515 15,20 96,69 43,364 

 Mo + F + I 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 

PCS EWT Mo + F 38,886 4,95 77,99 36,792 

 Mo + F + I 84,386 67,00 95,13 15,200 
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TABELA 17 – Resultado da análise estatística para a produção de NO de macrófagos M1 incubados 

com os cimentos endodônticos das duas marcas comerciais com e sem estímulo das bactérias gram-negativas, 

acrescidas e não de IFN-γ. 

Grupos Meio Valor p Teste 

 Mo 0,397 t de student 

Controle x Endofill Mo + F 0,190 t de student 

 Mo + F + I 0,053 t de student 

 Mo 0,505 t de student 

Controle x PCS EWT Mo + F 0,479 t de student 

 Mo + F + I 0,127 t de student 

 

 

TABELA 18 - Medidas descritivas dos experimentos em relação à produção de NO por macrófagos 

M1, após 72 horas de incubação, na ausência e presença dos cimentos das duas marcas comerciais, acrescidos e 

não de 107 UFC de P.anaerobius/mL (P) com e sem 10U/ml de IFN-γ (I). 

Medidas descritivas 

Cimento Meio Média Mínimo Máximo Desvio-Padrão 

 Mo 4,110 1,75 7,26 2,838 

Controle Mo + P 21,240 1,89 48,66 24,407 

 Mo + P + I 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 + I 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 + I 51,089 41,82 57,32 8,183 
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TABELA 19 - Resultado da análise estatística para a produção de NO de macrófagos M1 incubados 

com os cimentos endodônticos das duas marcas comerciais com e sem estímulo das bactérias gram-positivas, 

acrescidas e não de IFN-γ. 

Grupos Meio Valor p Teste 

 Mo 0,491 t de student 

Controle x Endofill Mo + P 0,441 t de student 

 Mo + P + I 0,731 t de student 

 Mo 0,217 t de student 

Controle x PCS EWT Mo + P 0,513 Mann-Whitney 

 Mo + P + I 0,195 t de student 

 

 

TABELA 20 – Medidas descritivas dos experimentos em relação à produção de NO por macrófagos 

M2, após 72 horas de incubação, na ausência e presença dos cimentos das duas marcas comerciais, acrescidos e 

não de 107 UFC de F. nucleatum/mL (F) com e sem 10U/ml de IFN-γ (I) 

Medidas descritivas 

Cimento Meio Média Mínimo Máximo Desvio-Padrão 

 Mo 30,725 21,22 38,04 8,621 

Controle Mo + F 63,864 58,22 69,43 5,603 

 Mo + F + I 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 + I 48,098 43,77 54,14 5,390 

 Mo 0,996 0,82 1,17 0,175 

PCS EWT Mo + F 43,099 39,15 48,14 4,589 

 Mo + F + I 38,392 37,00 40,92 2,195 

 

 



97 

TABELA 21 - Resultado da análise estatística para a produção de NO de macrófagos M2 incubados 

com os cimentos endodônticos das duas marcas comerciais com e sem estímulo das bactérias gram-negativas, 

acrescidas e não de IFN-γ. 

Grupos Meio Valor p Teste 

 Mo 0,056 t de student 

Controle x Endofill Mo + F 0,002* t de student 

 Mo + F + I <0,001* t de student 

 Mo 0,060 t de student 

Controle x PCS EWT Mo + F 0,008* t de student 

 Mo + F + I <0,001* t de student 

 

 

TABELA 22 - Medidas descritivas dos experimentos em relação à produção de NO por macrófagos 

M2, após 72 horas de incubação, na ausência e presença dos cimentos das duas marcas comerciais, acrescidos e 

não de 107 UFC de P. anaerobius/mL (P) com e sem 10U/ml de IFN-γ (I). 

Medidas descritivas 

Cimento Meio Média Mínimo Máximo Desvio-Padrão 

 Mo 5,307 3,91 6,82 1,455 

Controle Mo + P 11,351 7,26 17,67 3,942 

 Mo + P + I 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 + I 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 + I 17,871 7,81 35,33 15,166 
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TABELA 23 - Resultado da análise estatística para a produção de NO de macrófagos M2 incubados 

com os cimentos endodônticos das duas marcas comerciais com e sem estímulo das bactérias gram-positivas, 

acrescidas e não de IFN-γ. 

Grupos Meio Valor p Teste 

 Mo 0,057 t de student 

Controle x Endofill Mo + P 0,477 t de student 

 Mo + P + I 0,159 t de student 

 Mo 0,062 t de student 

Controle x PCS EWT Mo + P 0,057 Mann-Whitney 

 Mo + P + I 0,121 t de student 

 

 

TABELA 24 - Resultado da análise estatística para a produção de NO de macrófagos M1/M2  com e 

sem estímulo das bactérias gram-negativas e gram-positivas, acrescidas e não de IFN-γ. 

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 + I 0,013 Mann-Whitney 

 Mo + P 0,531 t de student 

 Mo + P + I 0,615 t de student 

 

 

TABELA 25 - Medidas descritivas da produção de ROIs (representada pelo cálculo da área sob a curva) 

pelos macrófagos M1 pré-incubados com os capilares, contendo ou não os cimentos da diferentes marcas 

comerciais por 24h, com e sem estímulo de 107 partículas de zymosan/mL. 

Medidas descritivas 

Cimento Estímulo Média Mínimo Máximo Desvio-Padrão 

Controle Sem zymosan 83866,27 86241 102112 5325,75 

 Com zymosan 194556,5 115897,5 329855 78559 

Endofill Sem zymosan 176869,11 714519 129112 19808,98 

 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 análise estatística da produção de ROIs (representada pelo cálculo da área 

sob a curva) de macrófagos M1 pré incubados com os cimentos endodônticos das duas marcas comerciais, com e 

sem estímulo do zymosan. 

Grupos Estímulo 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 produção de ROIs (representada pelo cálculo da área sob a curva) 

pelos macrófagos M2 pré-incubados com os capilares, contendo ou não os cimentos da diferentes marcas 

comerciais por 24h, com e sem estímulo de 107 partículas de zymosan/mL. 

Medidas descritivas 

Cimento Estímulo Média Mínimo Máximo Desvio-Padrão 

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 27708,94 

 Com zymosan 159579,7 105238,5 202058,5 49488,02 

PCS EWT Sem zymosan 86430,50 82064 94286 6817,036 

 Com zymosan 151283 102883,5 206534 52163,82 

 

 

TABELA 28 - Resultados da análise estatística da produção de ROIs (representada pelo cálculo da área 

sob a curva) de macrófagos M2 pré incubados com os cimentos endodônticos das duas marcas comerciais, com e 

sem estímulo do zymosan. 

Grupos Estímulo 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 
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TABELA 29 - Resultado da análise estatística para a produção de ROIs (área sob a curva) de 

macrófagos M1/M2  com e sem estímulo de zymosan. 

Grupos Meio Valor p Teste 

 Com zymozan 0,05 Mann-Whitney 

controle M1 X controle M2 Sem zymosan 0,05 Mann-Whitney 

 

 

TABELA 30 - Medidas descritivas dos experimentos em relação à produção de IL-12 p70 por 

macrófagos M1, após 24h de incubação, na ausência e presença dos cimentos das duas marcas comerciais, 

acrescidos e não de 107 UFC de F. nucleatum/mL (F) com e sem 10U de IFN-γ e 107 UFC de P. anaerobius/mL 

(P) também com e sem 10U de IFN-γ (I). 

Medidas descritivas 

Cimento Meio Média Mínimo Máximo Desvio-Padrão 

 Mo * * * - 

 Mo + F 69,2373 65,18 71,34 3,51190 

controle Mo + F + I 89,6187 76,64 99,85 11,84566 

 Mo * * * - 

 Mo + P 64,4107 58,93 68,20 4,85881 

 Mo + P + I 85,5437 74,01 98,67 12,40811 

 Mo * * * - 

 Mo + F 68,1477 63,10 70,92 4,37484 

Endofill Mo + F + I 84,7887 73,35 96,09 11,36608 

 Mo * * * - 

 Mo + P 66,5777 64,06 69,37 2,66406 

 Mo + P + I 70,8637 58,67 77,32 10,56699 

 Mo * * * - 

 Mo + F 69,0513 63,35 71,93 4,94187 

PCS EWT Mo + F + I 79,7053 70,54 86,94 8,36608 

 Mo * * * - 

 Mo + P 66,6957 63,31 70,91 3,86620 

 Mo + P + I 79,1077 66,51 86,14 10,93709 

* valores abaixo do nível de detecção 
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TABELA 31 – Resultados da análise estatística para a produção de IL-12p70 de macrófagos M1 

incubados por 24h, com os cimentos das duas marcas comerciais com e sem a presença das bactérias F. 

nucleatum com e sem IFN-γ e P. anaerobius, também com e sem IFN-γ. 

Grupos Estímulo Valor p Teste 

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

 Mo + F + I 0,637 t de student 

 Mo + P 0,535 t de student 

 Mo + P + I 0,194 t de student 

Controle x PCS EWT Mo + F 0,700 Mann-Whitney 

 Mo + F + I 0,302 t de student 

 Mo + P 0,559 t de student 

 Mo + P + I 0,537 t de student 
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TABELA 32 - Medidas descritivas dos experimentos em relação à produção de TNF por macrófagos 

M1, após 24h de incubação, na ausência e presença dos cimentos das duas marcas comerciais, acrescidos e não 

de 107 UFC de F. nucleatum/mL (F) com e sem 10U de IFN-γ e 107 UFC de P. anaerobius/mL (P) também com 

e sem 10U de IFN-γ (I). 

Medidas descritivas 

Cimento Meio Média Mínimo Máximo Desvio-Padrão 

 Mo 1163,8133 998,76 1293,81 150,61658 

 Mo + F 3384,6023 2007,88 5707,67 1407,130 

Controle Mo + F + I 4929,2833 2169,89 8790,25 2378,336 

 Mo 1018,8597 923,14 1141,33 111,52796 

 Mo + P 2310,3583 1177,82 3947,99 885,42633 

 Mo + P + I 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 + I 4187,0445 1909,06 6873,91 1829,807 

 Mo 1029,2810 779,29 1212,53 224,19667 

 Mo + P 2310,3583 1177,82 3947,99 885,42633 

 Mo + P + I 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 + I 3838,8891 1973,04 7177,18 1722,482 

 Mo 1204,0400 1038,50 1435,80 206,76228 

 Mo + P 2482,1580 1663,08 3420,37 745,79483 

 Mo + P + I 2822,5726 2023,52 3706,25 626,58796 
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TABELA 33 – Resultados da análise estatística para a produção de TNF de macrófagos M1 incubados 

por 24h, com os cimentos das duas marcas comerciais com e sem a presença das bactérias F. nucleatum com e 

sem IFN-γ e P. anaerobius, também com e sem IFN-γ. 

Grupos Estímulo Valor p Teste 

 Mo 0,311 t de student 

Controle x Endofill Mo + F 0,591 t de student 

 Mo + F + I 0,306 t de student 

 Mo 0,167 t de student 

 Mo + P 0,066 t de student 

 Mo + P + I 0,050 Mann-Whitney 

 Mo 0,163 t de student 

Controle x PCS EWT Mo + F 0,034 t de student 

 Mo + F + I 0,119 Mann-Whitney 

 Mo 0,050 t de student 

 Mo + P 0,056 t de student 

 Mo + P + I 0,050 t de student 
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TABELA 34 - Medidas descritivas dos experimentos em relação à produção de TNF por macrófagos 

M2, após 24h de incubação, na ausência e presença dos cimentos das duas marcas comerciais, acrescidos e não 

de 107 UFC de F. nucleatum/mL (F) com e sem 10U de IFN-γ e 107 UFC de P. anaerobius/mL (P) também com 

e sem 10U de IFN-γ (I). 

Medidas descritivas 

Cimento Meio Média Mínimo Máximo Desvio-Padrão 

 Mo 1611,9600 1547,08 1703,93 81,85891 

 Mo + F 3384,6023 2007,88 5707,67 1407,130 

Controle Mo + F + I 4187,0445 1909,06 6873,91 1829,807 

 Mo 1204,0400 1038,50 1435,80 206,76228 

 Mo + P 2822,5726 2023,52 3706,25 626,58796 

 Mo + P + I 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 + I 3384,6023 2007,88 5707,67 1407,130 

 Mo 1227,0623 800,96 1849,14 550,99635 

 Mo + P 2429,8796 1923,47 2923,10 378,25022 

 Mo + P + I 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 + I 4929,2833 2169,89 8790,25 2378,336 

 Mo 1658,4783 875,82 2299,59 722,36519 

 Mo + P 2491,8211 1837,78 3662,94 571,20413 

 Mo + P + I 3384,6023 2007,88 5707,67 1407,130 
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TABELA 35 – Resultados da análise estatística para a produção de TNF de macrófagos M2 incubados 

por 24h, com os cimentos das duas marcas comerciais com e sem a presença das bactérias F. nucleatum com e 

sem IFN-γ e P. anaerobius, também com e sem IFN-γ. 

Grupos Estímulo Valor p Teste 

 Mo 0,246 t de student 

Controle x Endofill Mo + F 0,378 t de student 

 Mo + F + I 0,026 t de student 

 Mo 0,167 t de student 

 Mo + P 0,066 t de student 

 Mo + P + I 0,050 Mann-Whitney 

 Mo 0,378 t de student 

Controle x PCS EWT Mo + F 0,403 t de student 

 Mo + F + I 0,034 t de student 

 Mo 0,050 Mann-Whitney 

 Mo + P 0,056 t de student 

 Mo + P + I 0,050 Mann-Whitney 

 

 

TABELA 36 – Resultados na análise estatística para a produção de TNF de macrófagos M1 e M2 

incubados por 24h, estimulados com as bactérias F. nucleatum com e sem IFN-γ e P. anaerobius, também com e 

sem IFN-γ. 

Grupos Estímulo Valor p Teste 

 Mo 0,160 t de student 

 Mo + F 0,080 t de student 

controle M1 X controle M2 Mo + F + I 0,090 t de student 

 Mo 0,777 t de student 

 Mo + P 0,099 t de student 

 Mo + P + I 0,050 Mann-Whitney 
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TABELA 37 - Medidas descritivas dos experimentos em relação à produção de IL-10 por macrófagos 

M1, após 72h de incubação, na ausência e presença dos cimentos das duas marcas comerciais, acrescidos e não 

de 107 UFC de F. nucleatum/mL (F) com e sem 10U de IFN-γ e 107 UFC de P. anaerobius/mL (P) também com 

e sem 10U de IFN-γ (I). 

Medidas descritivas 

Cimento Meio Média Mínimo Máximo Desvio-Padrão 

 Mo * * * - 

 Mo + F 1658,4783 875,82 2299,59 722,36519 

Controle Mo + F + I 1067,0893 647,67 1507,05 430,05901 

 Mo * * * - 

 Mo + P 1029,2810 779,29 1212,53 224,19667 

 Mo + P + I 675,1000 411,89 897,77 245,45981 

 Mo * * * - 

 Mo + F 1351,6253 843,09 1802,68 482,37281 

Endofill Mo + F + I 880,6020 612,36 1196,20 294,78675 

 Mo * * * - 

 Mo + P 926,5660 667,28 1128,39 235,86374 

 Mo + P + I 741,0663 565,15 898,97 167,63689 

 Mo * * * - 

 Mo + F 1227,0623 800,96 1849,14 550,99635 

PCS EWT Mo + F + I 775,3527 566,18 1164,42 337,26010 

 Mo * * * - 

 Mo + P 808,1860 649,97 999,49 177,267442 

 Mo + P + I 509,5647 441,63 641,21 114,02355 

* valores abaixo do nível de detecção 
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TABELA 38 – Resultados da análise estatística para a produção de IL-10 de macrófagos M1 incubados 

por 72h, com os cimentos das duas marcas comerciais com e sem a presença das bactérias F. nucleatum com e 

sem IFN-γ e P. anaerobius, também com e sem IFN-γ. 

Grupos Estímulo Valor p Teste 

Controle x Endofill Mo + F 0,853 t de student 

 Mo + F + I 0,917 t de student 

 Mo + P 0,614 t de student 

 Mo + P + I 0,720 t de student 

Controle x PCS EWT Mo + F 0,872 t de student 

 Mo + F + I 0,545 t de student 

 Mo + P 0,251 t de student 

 Mo + P + I 0,513 Mann-Whitney 
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TABELA 39 - Medidas descritivas dos experimentos em relação à produção de IL-10 por macrófagos 

M2, após 72h de incubação, na ausência e presença dos cimentos das duas marcas comerciais, acrescidos e não 

de 107 UFC de F. nucleatum/mL (F) com e sem 10U de IFN-γ e 107 UFC de P. anaerobius/mL (P) também com 

e sem 10U de IFN-γ (I). 

Medidas descritivas 

Cimento Meio Média Mínimo Máximo Desvio-Padrão 

 Mo * * * - 

 Mo + F 1611,9600 1547,08 1703,93 81,85891 

Controle Mo + F + I 1228,7000 1087,27 1462,14 203,66949 

 Mo * * * - 

 Mo + P 1302,5633 1203,68 1399,62 97,98277 

 Mo + P + I 1018,8597 923,14 1141,33 111,52796 

 Mo * * * - 

 Mo + F 1563,5200 1371,50 1761,17 194,89600 

Endofill Mo + F + I 1204,0400 1038,50 1435,80 206,76228 

 Mo * * * - 

 Mo + P 1215,5910 995,58 1408,05 207,60893 

 Mo + P + I 1163,8133 998,76 1293,81 150,61658 

 Mo * * * - 

 Mo + F 1568,3700 1451,26 1678,03 113,56842 

PCS EWT Mo + F + I 1079,7167 1019,70 1130,63 56,02249 

 Mo * * * - 

 Mo + P 1081,0357 999,85 1172,70 86,90135 

 Mo + P + I 1161,8267 1109,48 1253,89 79,97889 

* valores abaixo do nível de detecção 
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TABELA 40 – Resultados da análise estatística para a produção de IL-10 de macrófagos M2 incubados 

por 72h, com os cimentos das duas marcas comerciais com e sem a presença das bactérias F. nucleatum com e 

sem IFN-γ e P. anaerobius  também com e sem IFN-γ. 

Grupos Estímulo Valor p Teste 

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

 Mo + F + I 0,890 t de student 

 Mo + P 0,548 t de student 

 Mo + P + I 0,251 t de student 

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

 Mo + F + I 0,289 t de student 

 Mo + P 0,043 t de student 

 Mo + P + I 0,146 t de student 

 

 

TABELA 41 – Resultados na análise estatística para a produção de IL-10 de macrófagos M1 e M2 

incubados por 72h, estimulados com as bactérias F. nucleatum com e sem IFN-γ e P. anaerobius, também com e 

sem IFN-γ. 

Grupos Estímulo Valor p Teste 

 Mo + F 0,012 t de student 

controle M1 X controle M2 Mo + F + I 0,096 t de student 

 Mo + P 0,125 t de student 

 Mo + P + I 0,092 t de student 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


