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RESUMO



A perfuracdo de furca € uma comunicacdo mecanica ou patologica entre o
sistema de canais radiculares e a superficie externa do dente. Atualmente, o
MTA €& o material mais indicado no tratamento dessas perfuracdes, por ser
biocompativel e apresentar bom selamento. O objetivo desse estudo foi avaliar
a expressao de citocinas inflamatoérias na presenca de MTA em perfuracdes de
furca induzidas em camundongos Balb/c (n=5). O primeiro molar superior
esquerdo teve a furca perfurada e tratada com MTA (grupo experimental), ao
passo que no molar direito, a furca foi perfurada e néo tratada (grupo controle).
Os animais foram sacrificados com 07, 14 e 21 dias apos a intervencdo. Os
tecidos perirradiculares adjacentes a lesdo foram extraidos e macerados,
extraindo-se o RNA. Dosaram-se as expressoes das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-
10, IL-4, TGF-B e RANKL por real time PCR. Ao se comparar O grupo
experimental com o controle, somente a IL-4 apresentou diferenca estatistica
(p<0,05). Observou-se uma menor expressao do TNF-a e IL-4 no 7° em relacdo
do 14° dia (p<0,05). A expressao do RANKL, IFN-y e TNF-a demonstrou-se
maior estatisticamente (p<0,05) no 14° dia que no 21° dia. A IL-10 apresentou
aumento estatistico no 21° dia (p<0,05). A expressdo do TGF- nao apresentou
resultados com relevancia estatistica. Assim, parece que o MTA favoreceu a
expressdo de citocinas pro-inflamatérias em uma fase intermediaria da
resposta imuno-inflamatoria (14 dias) e uma reducdo da expressdo dessas
citocinas na fase tardia da resposta (21 dias), sugerindo uma imunoregulacéo

promovida pela IL-10.

Unitermos: MTA, perfuracéo, citocinas inflamatérias



ABSTRACT



Experimental furcation perforation treated with MTA: Analysis of the

immune response

Furcation perforation is a mechanical or pathologic communication
between the root canal system and the external tooth surface. Nowadays, MTA
is the best material to treat perforation because it is biocompatible and has a
good sealing ability. The aim of this study was to evaluate the expression of
cytokines in the presence of MTA used to treat an induced furcation perforation
in mouse. BALB/c mouse were used (n=5). The first upper molar had its
furcation perforated and treated with MTA in the left side (experimental group)
while in the right side, the furcation was not treated (control group). The animals
were killed in 7, 14 and 21 days after the intervention. The teeth and the around
tissue were extracted and mashed. Then, the RNA was extracted. The
expressions of the cytokines IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-4, TGF-f e RANKL were
investigated by real time PCR. Comparing the experimental group with the
control group, only IL-4 exhibited statistical difference (p<0.05). In 07 days,
there was a lower expression (p<0.05) of TNF-a and IL-4 comparing to 14 days.
The expression of RANKL, IFN-y and TNF-a demonstrated to be statistically
higher (p<0.05) in 14 days comparing to 21 days. IL-10 expressed increased
(p<0.05) in 21 days. The expression of TGF- B did not exhibit results with
statistic relevance. So, it seems that MTA favored the expression of pro-
inflammatory cytokines in an intermediate phase of imuno-inflammatory
response (14 days) and a reduction of these cytokines in the later phase of the

response, probably due to an IL-10 imunoregulation.

Unitherms: MTA, perforation, inflammatory cytokines
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1. INTRODUCAO

O tecido pulpar é constituido por um tecido conjuntivo frouxo circundado
por paredes rigidas de dentina. E composto pela matriz extracelular, que é
formada pela substancia fundamental amorfa e fibras colagenas, por arteriolas
e vénulas, que compdem a microcirculagdo pulpar; por fibras nervosas,
responsaveis pela inervacdo sensorial e vasomotora do tecido pulpar; e por
varias células, principalmente fibroblastos, odontoblastos, células
indiferenciadas, linfocitos, macréfagos e células dendriticas (JONTELL et al.,
1998).

Quando ocorre alguma agressao sobre esse tecido, seja ela de origem
bacteriana, quimica ou fisica, ha o desencadeamento de uma resposta
imunoldgica, que tem como objetivo principal eliminar a agressado (JONTELL et
al., 1998). Essa resposta imune é dividida em resposta imune inata e resposta
imune adquirida.

A resposta imune inata representa a primeira linha de defesa,
reconhecendo substéncias ou elementos que ndo sdo proprios do organismo.
N&o é especifica e os neutrofilos, células natural killer (NK) e macrofagos sao
seus principais componentes celulares. Essas células tém a capacidade de
eliminar os antigenos bacterianos, além de liberarem mediadores inflamatérios,
que sdo responsaveis por recrutarem mais células de defesa para o local da
inflamacéo (HAHN & LIEWER, 2007a). A resposta imune adaptativa é ativada
quando a resposta imune inata ndo é capaz de remover a agressao por si s6. E
especializada, especifica e possui memoria. E composta por linfocitos T e B e
seus produtos, isto €, quimiocinas inflamatorias, citocinas e anticorpos (HAHN
& LIEWER, 2007a). Diferentes citocinas estimulam diversas respostas das
células envolvidas na imunidade e na inflamacédo (ABBAS et al., 2007). Sabe-
se que a resposta imune adaptativa pode ser dividida em dois grupos
dependendo dos componentes e da via de eliminagdo dos microrganismos. A
resposta humoral €& caracterizada pela presenca de imunoglobulinas,
sintetizadas por plasmaocitos, com o objetivo de eliminar os antigenos. As
citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 estdo envolvidas na ativacdo desta

resposta (FUKADA et al., 2009). A resposta celular € mediada por linfécitos T e

20



€ caracterizada pela producdo das citocinas IL-1, IL-2, IL-12, IFN-y, TNF-a
(FUKADA et al., 2009).

Uma vez estabelecida uma agressao no sistema de canais radiculares, o
sistema imune (resposta inata e adaptativa) entra em acado com objetivo de
remover e eliminar essa agressao. Porém, a medida que a infeccao avanca, ha
também destruicao tecidual (TAKAHASHI, 1998).

Para combater a infeccdo, o tratamento endododntico deve ser realizado.
Este, além de promover o saneamento do sistema de canais radiculares, a
partir da eliminacdo do maior nimero de microrganismos presentes, promove 0
reparo tecidual (TAKAHASHI, 1998).

As perfuracgdes radiculares sao acidentes que podem ocorrer durante o
tratamento endodéntico. Ela é caracterizada como uma comunicacdo mecéanica
ou patologica entre o sistema de canais radiculares e a superficie externa do
dente. Pode ser conseqiiéncia de reabsorc¢des ou caries (HAMAD et al., 2006),
ou ocorrer durante o retratamento endodéntico ou preparo protético (HOLLAND
et al., 2007). Este acidente provoca a contaminacdo bacteriana do tecido
periodontal, levando a inflamacdo e a perda do tecido de suporte,
comprometendo o prognéstico do dente (HAMAD et al., 2006). Observa-se a
invasdo bacteriana, seguida pela inflamacao no tecido periodontal subjacente,
reabsorcdo 6ssea, destruicdo do ligamento periodontal, proliferacao epitelial e
bolsa periodontal (HAMAD et al., 2006).

Apds uma perfuracdo, o ideal € que se utilize um material biocompativel
que tenha a capacidade de selar a cavidade, prevenindo assim a invaséo
bacteriana e o desenvolvimento da inflamacdo. Ao longo dos anos, varios
materiais foram utilizados, como o amélgama, intermediate restorative material
(IRM®), hidréxido de célcio, ionémero de vidro, cimento de 6xido de zinco e
eugenol reforcado (Super-EBA®). Porém, em 1993 foi descrito na literatura o
Agregado Trioxido Mineral (MTA) (LEE et al., 1993). Suas principais
caracteristicas sao a biocompatibilidade (YASUDA et al., 2008), estimulacdo de
mineralizacdo 0ssea e dental (YASUDA et al., 2008), regeneracéao do ligamento
periodontal e producdo de adequado selamento (DE DEUS et al.,, 2007).
Recentemente foi desenvolvido o MTA Bios (Angelus, Londrina, PR, Brasil),

gque €é completamente sintetizado em laboratério, apresentando elevado
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controle de qualidade e livre de contaminacao, especialmente de arsénico (DE
DEUS et al., 2007). Esse produto apresenta teor de 6xido de calcio e 6xido de
aluminio livre superior ao MTA Angelus, previamente disponibilizado.

Para se avaliar o perfil da resposta imune que se processa nhas
perfuracbes de furca, este estudo procurou determinar a expressao de
citocinas nos tecidos periodontais adjacente a essas lesdes, induzidas
experimentalmente e tratadas com o MTA Bios, em trés periodos consecutivos.
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2. REVISAQ DE LITERATURA

2.1 Perfuracao de furca

A perfuracao de furca € uma comunicacdo mecanica ou patologica entre
os sistemas de canais radiculares e os tecidos de suporte do dente (HAMAD et
al., 2006). A perfuracédo pode ser resultado de uma reabsorcéo, carie ou pode
ser produzida iatrogenicamente (YILDIRIM et al., 2005; HAMAD et al., 2006). A
perfuracdo na regido de furca de origem iatrogénica pode acontecer durante o
acesso coronario devido a um direcionamento incorreto da fresa, durante uma
preparacdo para a colocagdo de um pino protético ou durante uma tentativa de
localizagdo da camara pulpar ou canais calcificados (YILDIRIM et al., 2005;
HOLLAND et al., 2007). Independente da causa, a perfuracdo de furca pode
levar a contaminacdo bacteriana do ligamento periodontal (HAMAD et al.,
2006). A perfuracdo tem sérias conseqiéncias clinicas e requer intervengéo. O
trauma da perfuracdo e conseqientemente a inflamacédo podem produzir uma
comunicacdo com o sulco gengival e uma lesdo periodontal irreversivel
(YILDIRIM et al., 2005), havendo proliferacdo epitelial, reabsorcéo radicular e
Ossea (SELTZER et al., 1970), onde o tecido 6sseo é substituido por tecido de
granulacao (SILVA et al., 2009). Na analise histopatolégica em dentes de ratos
com perfuracdes de furca induzidas experimentalmente e tratadas com MTA,
no 14° dia sdo observadas prevaléncia de células mononucleares e
polimorfonucleares, edema e intensa neoformacéo vascular, reabsorcdo de
dentina radicular e de cemento, intensa deposicdo de tecido conjuntivo e de
colageno e atividade osteoclastica. No 28° dia, percebe-se discreto infiltrado
inflamatorio crénico e evidéncia de reorganizacdo periodontal (SILVA et al.,
2009).

O sucesso do tratamento de uma reparagao de furca, em longo prazo,
depende da duracdo da exposicado séptica, do tamanho e da localizacdo da
perfuracdo, do grau de insolubilidade do material e da habilidade do material
obturador em selar a perfuracdo (YILDIRIM et al., 2005; HOLLAND et al.,
2007). Assim, idealmente, para se prevenir a contaminacdo bacteriana, a
perfuracdo deve ser tratada o mais rapido possivel com um material

biocompativel (HAMAD et al., 2006), e que tenha a capacidade de induzir a
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osteogénese e a cementogénese (HOLLAND et al., 2007). Entretanto, a
principal dificuldade para se promover o tratamento n&o cirdrgico destas
perfuracbes € a extrusdo do material de preenchimento para o espaco
periodontal, que podera interferir na reinsercado periodontal (YILDIRIM et al.,
2005). Como o principal objetivo do tratamento endoddntico € remover a
infeccdo e selar os sistemas de canais, promovendo regeneracdo 0ssea, a
perfuracdo pode dificultar que esse objetivo seja alcancado (HAMAD et al.,
2006).

Muitos materiais foram utilizados para o tratamento da perfuracdo, como
o IRM, o cimento ionébmero de vidro, 0 améalgama, o Cavit e o SuperEba (MAIN
et al.,, 2004). Entretanto, o MTA tem sido o material recomendado para o
tratamento desta ocorréncia clinica devido a suas caracteristicas de
biocompatibilidade, insolubilidade e selamento e capacidade de induzir
formacéo Ossea e de cemento (MAIN et al., 2004; YILDIRIM et al., 2005).

2.2Citocinas

As citocinas sao proteinas secretadas por células da imunidade inata e
adaptativa e medeiam muitas das funcdes dessas células. Sdo produzidas em
resposta a microorganismos e outros antigenos. Diferentes citocinas estimulam
diferentes respostas das células envolvidas na resposta imuno-inflamatoéria
(ABBAS et al., 2007). Atuam sobre receptores especificos, ndo s6 nas células
que as produzem, acdo autécrina, como também em outros tipos celulares,
acao pardcrina, influenciando sua funcdo (PEREIRA, 2000).

Elas estimulam o crescimento e diferenciacdo dos linfocitos na fase ativa
da resposta imune e na fase efetora da resposta imune ativam diferentes
células para eliminar microorganismos e outros antigenos (ABBAS et al., 2007).

A resposta celular, mediada por muitas citocinas, consiste em induzir
mudancas na expressdo génica das células alvo, que resultam na expressao
de novas funcdes e as vezes, na proliferacdo dessas ceélulas (ABBAS et al.,
2007). Dessa forma, as citocinas, em grande parte, medeiam as fases efetoras
da resposta imune inata e adaptativa. Na resposta imune inata, as citocinas
efetoras sdo produzidas, principalmente, por fagécitos mononucleares, sendo

também chamadas de monocinas. Na resposta imune adaptativa, sao
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produzidas por linfocitos T ativados e chamadas de linfocinas. Em funcéo de
muitas citocinas serem produzidas por leucécitos e atuarem em outros
leucdcitos, elas sdo também chamadas de interleucinas (IL) (ABBAS et al.,
2007).

Algumas citocinas possuem acao pro-inflamatdria, enquanto, outras
apresentam funcéo antiinflamatoria. S&o exemplos de citocinas com agéo pro-
inflamatoria: o Interferon-gama (IFN-y), o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a),
IL-1a, IL-1B, IL-12 e IL-18. A producdo dessas citocinas tem como objetivo
principal ativar células efetoras, como os macrofagos, a eliminar os
microrganismos fagocitados. Entre as antiinflamatorias temos: IL-4, IL-10, IL-13
e TGF-B. O papel principal dessas citocinas € induzir a producdo de
imunoglobulinas por plasmécitos. As imunoglobulinas tém a capacidade de
neutralizar as toxinas bacterianas, de prevenir a aderéncia bacteriana ou de
agir como opsoninas levando a fagocitose de bactérias extracelulares. As
citocinas produzidas por um determinado grupo além de determinar as funcdes
efetoras das células, sdo antagdnicas em relacéo ao outro grupo (ABBAS et al.,
2007; HAHN & LIEWER, 2007b).

Sera dada maior énfase as citocinas que serdo avaliadas neste estudo
experimental: TNF-a, IFN-y, RANKL, IL-4, IL-10 e TGF-.

O TNF-a promove a inflamagao, recrutando linfécitos e mondcitos para o
local da inflamacéo e estimula células endoteliais a expressarem moléculas de
adesdo e secretarem quimiocinas (SILVA et al.,, 2008; HAHN & LIEWER,
2007a). Além disso, induz a inflamacdo pulpar e a reabsorcdo Ossea em
tecidos periapicais inflamados (SILVA et al., 2008).

O RANKL é uma proteina de transmembrana ligante do receptor ativador
do fator nuclear Kappa B (RANK) e a interagdo entre RANKL e RANK séo
responsaveis pela diferenciacéo e ativacdo dos osteoclastos, desencadeando a
reabsorcdo 6ssea (BOYLE et al., 2003).

O IFN-y é produzido por células natural killers (NK) e linfocitos CD8+ e
CD4+. Ativa macréfagos, APCs e potencializa muita das a¢gfes do TNF-a nas
células endoteliais. Tem um papel critico na resposta imune inata e adaptativa
(SILVA et al., 2008; HAHN & LIEWER, 2007a).
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A IL-4 é uma citocina que induz a diferenciagdo das células T naive em
T helper (Th) 2. Ao ser secretada pelas células do subtipo 2 provoca a
liberacdo de Imunoglobulina (Ig) E pelas células B (GILMOUR et al., 2008).

A IL-10 é uma citocina regulatéria do processo inflamatério produzida
pelas células do subtipo 2 e pelos macrofagos. Tem a capacidade de inibir as
funcbes dos macréfagos e células dendriticas, atuando como uma citocina
regulatéria do processo inflamatério (HAHN & LIEWER, 2007a).

Por fim, o fator de crescimento e transformacao B (TGF-B) € importante
na dentinogénese e no reparo tecidual. Desativa macrofagos, o que leva a
deposicdo de matriz e remodelamento tecidual, por secretar matriz
metaloproteinase (MMP), colageno e integrinas. E secretado por linfécitos T
ativados, linfécitos T regulatorios, antigenos e mondcitos estimulados por LPS
(HAHN & LIEWER, 2007b).

2.3 MTA

O MTA (Agregado Triéxido Mineral) inicialmente foi indicado como
material retro-obturador e, posteriormente, passou a ser indicado nos seguintes
procedimentos: apexogénese, capeamento pulpar, pulpotomia, e reparo de
perfuracéo radicular. E um material bioativo, sendo indutor de tecido duro, além
de ser biocompativel (PARIROKH & TORABINEJAD, 2010a).

O p6 do MTA contém particulas finas hidrofilicas que tomam presa em
presenca de umidade. Esse p6 é composto principalmente por particulas de
oxido de célcio (CaO), oxido de silicio (SiO), 6xido de bismuto, além de
aluminato tricalcico, silicato tricalcio, silicato de calcio e tetracélcio
aluminoferrito. O 6xido de bismuto confere radiopacidade ao material. E
encontrado no mercado em duas formas: MTA cinza e MTA branco. O MTA
branco foi desenvolvido posteriormente devido a descoloragdo dentinéria
promovida pelo MTA cinza. Possui menores quantidades de ferro, aluminio e
magnésio que o MTA cinza (PARIROKH & TORABINEJAD, 2010a). O MTA
Bios foi recentemente desenvolvido (Angelus, Londrina, PR, Brasil). E
completamente sintetizado em laboratorio e apresenta elevado controle de

qualidade, sendo livre de contaminacao, especialmente de arsénico (DE DEUS
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et al., 2007). Apresenta teor de Oxido de calcio e 6xido de aluminio livre
superior ao MTA Angelus, previamente disponibilizado.

O MTA encontra-se disponivel comercialmente com o nome ProRoot
(Tulsa Dental®) e MTA Angelus (Odonto-l6gika®), sendo esse um material
nacional.

Quando o pé do MTA se mistura a 4gua, formam-se hidroxido de calcio
e hidrato de silicato de calcio que, eventualmente, transforma-se em um
material poroso e pobremente cristalizado. A taxa de silicato de calcio diminui
devido a formacao de um precipitado de calcio. Esse precipitado calcico produz
CH (hidroxido calcico), que é responséavel pela alta alcalinidade do MTA apos a
hidratacédo (PARIROKH & TORABINEJAD, 2010a).

As caracteristicas do MTA podem variar dependendo da proporgao
po/liquido, do método de mistura (incorporacdo de ar), pressao utilizada para
condensacao, umidade do ambiente, tipo do MTA, meio de armazenamento do
material, valor do pH local, tipo do veiculo escolhido e espessura do material
(PARIROKH & TORABINEJAD, 2010a; TORABINEJAD et al., 1995;
DAMMASCHKE et al., 2005; WATTS et al., 2007).

A mistura do p6 de MTA e liquido (dgua destilada) devem ser na
proporcdo de 3:1. Esse material apresenta um longo tempo de presa, de
aproximadamente 3 horas (TORABINEJAD et al., 1993; SCHWARTZ et al.,
1999; PARIROKH & TORABINEJAD, 2010a).

A resisténcia a compressdo maxima do MTA é alcancada apos alguns
dias de sua manipulacdo e nao é afetada pela pressdo de condensacdo. O
MTA apresenta menor resisténcia a desloca¢cdo quando comparado ao IRM e
ao Super EBA. Observa-se que o MTA apresenta Otima resisténcia a
compresséo, a flexdo e ao deslocamento, quando recebe suficiente hidratacdo
apos ser colocado no dente (PARIROKH & TORABINEJAD, 2010a).

Ao se avaliar o vedamento marginal das obturacdes de furca obturadas
com o MTA, observou-se que houve menor infiltragdo de corantes nas margens
da obturacdo que naquelas em que se utlizou o IRM, o amalgama e o
Vitrebond (DAOUDI & SAUNDERS, 2002; PARIROKH & TORABINEJAD,
2010b). Também foi anteriormente relatado por um estudo in vitro que as
perfuracdes de furca tratadas com MTA apresentavam movimento de fluidos

semelhante as tratadas com cimento Portland. As perfuracbes tratadas com
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MTA Bios apresentaram menor movimento de fluidos, porém sem diferenca
estatistica com os outros dois materiais citados anteriormente (DE DEUS, et al.
2007).

Por ser um material freqientemente utilizado em contato direto com o
tecido periodontal, € fundamental que o MTA ndo seja tdéxico e sim
biocompativel. Observou-se que o MTA ndo apresenta neurotoxicidade ou
mutagénese e nao produz efeito colateral na microcirculacdo (PARIROKH &
TORABINEJAD, 2010b). Também foi demonstrado que o MTA € o material
com a menor citotoxicidade tanto apdés a mistura quanto ap0s a presa
(PARIROKH & TORABINEJAD, 2010b). Demonstrou-se também que o MTA
ndo afeta a atividade antibacteriana dos macrofagos dos subtipos M1 ou M2,
incluindo a atividade celular, a aderéncia celular, a atividade fagocitica, a
producdo de espécies reativas do oxigénio e nitrogénio e a atividade da
arginase (REZENDE et al., 2007).

Em nossos laboratérios, ja se demonstrou, in vitro, que o MTA néo é
citotoxico para os linfécitos T e que ndo afeta a producéo das citocinas TNF-q,
IL-10 e RANKL. Por outro lado, o MTA inibe a sintese de IFN-y e IL-4. Além
disso, observou-se que o MTA, quando em presenca do Fusobacterium
nucleatum, induziu a expressdo de IgG, o que pode favorecer a acédo
antimicrobiana local (REZENDE et al., 2008). Silva et al. (2008) observaram
que o MTA afetou negativamente a producdo das citocinas inflamatérias CCL5,
IL-1a e IFN-y e que esse material parece ter um efeito anti-inflamatdério, devido
a diminuicdo da sintese das citocinas pré-inflamatérias.

Outros estudos, como o de Mitchell et al. (1999), também avaliaram a
expressao de citocinas quando em presenca de MTA. Os autores perceberam
gue o MTA estimulou a expressao das citocinas IL-6 e IL-8 in vitro por células
de osteosarcoma MG-63 no segundo e sétimo dia. Contudo, ndo estimulou a
expresséo de IL-11 e IL-1a. Também estimulou a expressédo de M-CSF, porém
em quantidade semelhante aos do grupo controle. A expressao de IL-13 e IL-6
por fibroblastos L929 de camundongos cultivados in vitro em presenga de MTA
foram observadas em outro artigo cientifico (GOMES FILHO et al.,, 2009).
Nesse estudo, a IL-13 apresentou uma maior expressdo em presenca de MTA

guando comparada ao grupo controle em 24 horas. A expressao de IL-6 foi
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aumentada, porém ndo houve diferenca estatistica com o grupo controle
(GOMES FILHO et al., 2009). A expressao de IL-1a, IL-1j3, IL-6 e osteocalcina
por osteoblastos humanos MG-63 apresentaram-se aumentadas no grupo
tratado com MTA em 144 horas. Em contrapartida, a expressdo de M-CSF nao
foi afetada pela presenca desse material (KOH et al.,, 1997). Guven et al.
(2007) analisaram a expressao de TGF-B e BMP-2 por fibroblastos gengivais
humanos. A expressao do TGF- demonstrou-se aumentada com 72 horas nos
grupos com MTA. Houve maior expressao dessa citocina, com diferenca
estatistica, em 24 e 72 horas no grupo tratado com MTA Angelus quando
comparado com o ProRoot MTA e o grupo controle. A expressao de BMP-2 em
24 horas foi estatisticamente maior nos grupos com MTA que no grupo
controle, sendo que no grupo tratado com ProRoot MTA a expressao dessa
citocina foi estatisticamente maior que no grupo tratado com o MTA Angelus.
Com 72 horas a expressdo do BMP-2 foi similarmente maior nos grupos
tratados com MTA quando comparados ao grupo controle.

Ja foi relatado que o MTA induz o recrutamento de neutrdfilos pela
liberacdo de fatores quimiotaticos secretados por macrofagos e mastocitos
(GOMES et al.,, 2010). Esses autores também observaram que o MTA
estimulou a expressdo de IL-1B, MIP-2 e LTB4 por macréfagos e que os
mastocitos foram estimulados a expressarem fator quimiotatico de neutrofilos,
IL-1B, MIP-2. O MTA também estimulou células imortalizadas do ligamento
periodontal a se diferenciarem em cementoblastos e osteoblastos e a
expressarem BMP-2, provavelmente devido ao calcio liberado do MTA
(MAEDA et al., 2010).

Quanto ao uso clinico do MTA em perfuracdes de furca, foi observado
gue o mesmo estimulou a deposi¢cdo de cemento na regido onde foi utilizado
(YILDIRIM et al., 2005; OVIIR et al., 2006; HAKKI et al., 2009). Oviir et al.
(2006) avaliaram os efeitos in vitro do MTA sobre a proliferacdo de
queratinécitos e cementoblastos, comparando o MTA cinza e o branco. Seus
resultados demonstraram que a proliferacdo de cementoblastos foi
significantemente maior na superficie do grupo com o MTA branco, comparado
aos cementoblastos na superficie do MTA cinza. Os autores sugeriram que
ambos MTA podem contribuir para a regeneracao do tecido periodontal apés o
reparo de perfuracdes radiculares. Em outro estudo in vitro, o MTA regulou a
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expressdo de mRNA e mineralizagdo dos cementoblastos e estimulou a
expressdo de proteinas da matriz 6ssea (COL | e BSP) por essas células
(HAKKI et al., 2009), favorecendo o processo de regeneracdo do tecido
periodontal. Para Parirokh & Torabinejad (2010c) o MTA é o material mais
indicado para o reparo de perfuracdes de furca, por apresentar os melhores
resultados histologicos quando comparado a outros materiais. Porém, é de
fundamental importancia que esse reparo ocorra antes da ocorréncia de
contaminagao bacteriana para que o tratamento tenha sucesso. Pace et al.
(2008) conduziram um estudo de 10 casos clinicos de perfuracdes de furca
tratadas com MTA cinza, com didmetro de até 1,5mm e tratadas em até seis
meses apds a perfuracdo e perceberam que em nove casos houve cura
radiogréafica e clinica com cinco anos de proservacdo. Outro estudo avaliou o
tratamento de 21 pacientes com dentes que sofreram perfuracéo radicular ou
de furca que foram tratadas com MTA e obtiveram 86% de cura (auséncia de
radiolucidez adjacente a perfuracdo, auséncia de reabsorcdo, auséncia de
sinais ou sintomas clinicos) apds cinco anos. Nos trés casos em que nao houve
sucesso no tratamento com MTA, dois apresentaram fratura vertical apos o
tratamento protético e o terceiro apresentou infiltracdo coronaria apds o
tratamento protético (MENTE et al., 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi dosar as citocinas do tecido periodontal
adjacentes as lesdes de furca experimentais tratadas com MTA em

camundongos Balb/c.

3.20bjetivo especifico

Avaliar a expressdo génica do mRNA das citocinas: TNF-a, TGF- 3,
RANKL, IL-4, IL-10 e IFN-y em lesOes de furca experimentais tratadas com
MTA.
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4. METODOLOGIA

4.1 Etapa clinica

4.1.1 Animais

Foram utilizados 15 camundongos entre 4 e 8 semanas de vida e de
ambos os sexos (Balb/c - ICB Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, Brasil). Os camundongos foram mantidos em gaiolas convencionais
e com ciclo de luz controlado. Foram alimentados com dieta comercial (Nuvital,
Curitiba, PR, Brasil) ad libitum. O protocolo experimental foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA-UFMG) niimero 015/09.

Trés grupos experimentais foram definidos: grupo 1, animais
sacrificados com 07 dias apés a realizacdo do experimento; grupo 2, animais
sacrificados com 14 dias ap0s a realizacdo do experimento; e grupo 3, animais
sacrificados com 21 dias apos a realizacdo do experimento. Cada grupo foi
composto por 05 animais. Em todos os grupos, o primeiro molar do lado direito
foi utilizado como dente controle, enquanto o primeiro molar do lado esquerdo
foi utilizado como experimental (realizacdo de perfuracédo de furca e selamento
com MTA).

4.1.2 Anestesia

Antes de qualquer procedimento, os animais foram anestesiados
intraperitonealmente utilizando-se 100mg/kg de Hidroclorido de Ketamina
(Dopalen, Division Vetbrands Animal Health, Jacarei, SP, Brasil) e 10mg/kg de
Xilazina (Anasedan, Agribands do Brasil LTDA, Paulinia, SP, Brasil)
administrados com seringas tipo PPD (SILVA et al., 2008).
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4.1.3 Perfuracao de furca e selamento da mesma

A coroa clinica do primeiro molar superior foi trepanada utilizando-se
uma broca esférica ¥ de baixa rotagdo com controle de rotacao (Driller, Sdo
Paulo, Brasil). A localizacdo do canal radicular foi estabelecido com auxilio de
uma lima endodontica de niquel titanio. A pulpotomia foi realizada. A cavidade
foi seca com cones de papel estéreis. Apos esse momento, a furca foi
perfurada, utilizando-se a broca esférica ¥4 de baixa rotagéao.

No grupo controle, sobre a perfuracado foi colocado parafina e a cavidade
coronaria foi selada com Coltosol®.

No primeiro molar do lado esquerdo o MTA Bios (Angelus, Londrina, PR,
Brasil) foi manipulado e inserido sobre a perfuracao sob condi¢cdes assépticas e
de acordo com as especificagbes do fabricante: colocou-se MTA em
qguantidade de uma pa dosadora e uma gota de agua destilada sobre a placa
de vidro; espatulou-se por 30 segundos, até a completa mistura do p6 com a
agua; levou-se o MTA a perfuracdo da furca; condensou-se o MTA com uma
bolinha de algoddo imida. A cavidade coronaria foi selada com Coltosol®.

Quinze camundongos, cinco de cada grupo, foram sacrificados para se

dosar as citocinas induzidas pelo procedimento cirargico.

4.2 Andlise Imunoldgica

4.2.1 Extracdo e preparo das amostras

Apos o sacrificio dos animais, o dente e o tecido adjacente aos
molares onde se procedeu a aplicacdo do MTA foram removidos e

colocados em 500ul de Trizol. Em seguida foram triturados.

4.2.2 Extracdo do RNA

Aos sobrenadantes foram acrescentados 200ul de cloroférmio. Foram
entdo levados ao vortex e deixados em descanso por 10 minutos a temperatura
ambiente. Depois de centrifugados a 12.000 g, por 10 minutos a 4° C,
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transferiu-se para novos eppendorfs o sobrenadante (parte aquosa) de cada
tubo. Acrescentou-se 800ul de etanol a 95% a cada tubo e estes foram
novamente centrifugados a 12.000 g, por 10 minutos a 4° C. O sobrenadante
foi descartado e sobre o pellet acrescentou-se 1000 pl de etanol 75%, sendo
em seguida levados ao vortex. Novamente as amostras foram centrifugadas a
12.000g, por 10 minutos a 4°C, ressuspendidas em 20 uyl de agua DEPC de
alta qualidade e armazenadas em freezer a -70°C.

4.2.3 Quantificacao do mRNA

O mRNA foi diluido em &gua destilada nas proporg¢ées de 1:100 e 1:500,
para que as amostras fossem lidas no espectofotometro, utilizando-se cubetas
de quartzo, com comprimento de onda de 260/280 OD.

A quantificagdo foi obtida utilizando-se a formula: [mMRNA-
mg/ml]=0D260 x diluicdo x 40.

4.2.4 Preparo de cDNA por Transcricdo Reversa

Preparou-se uma solucéo com os seguintes reagentes:

1. DNTPs (mistura a 2,5 MM)......ccceoeeeeeeeeiiiiiiiieeeiiin, 1,25 pL
2. Reverse Transcriptase Buffer.............cooocociiviiiiinnnee. 2,50 uL
3. 0,1 M Dithiothreitol (DTT).......cooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 1,00 pL
4. Rnasin (inibidor de RNASEe).......cccceeevieeiieeiiiiiiiiieeiiiin, 0,25 uL
5.0ligo dT15 1/10 - 7.5 pMolesS.......ccoiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 1,00 pL

As amostras de RNA (1 ug) foram acrescidas de 6 yL da solugdo acima
descrita, aquecidas a 70°C por 5 minutos e subsequentemente resfriadas em
gelo, por 5 minutos. As amostras foram acrescidas de 1,5 pyL de Transcriptase
Reversa (12,5 U/reagao — 25 U/reacéo), e deixadas, em temperatura ambiente,
por 5 minutos. As amostras foram incubadas a 37°C durante uma hora,
aguecidas a 90°C por 5 minutos e resfriadas em gelo por 5 minutos. A reacéo
final foi diluida, adicionando-se 87,5 yL de agua destilada, sendo a seguir

estocadas a — 20°C.
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4.2.5 Deteccdo e quantificacdo das citocinas

A quantificacéo das citocinas TNF-a, TGF- 3, RANKL, IL-4, IL-10 e IFN-
vy, foi realizada pelo PCR em tempo real. O HPRT foi utilizado como gene
normalizador.

A Tabela 1 mostra as sequéncias dos iniciadores utilizados.

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas no aparelho Step
One Real Time PCR Systems empregando-se o kit SYBR Green PCR Master
Mix 2X (Applied Biosystems, Foster City, CA). Em cada poco de reacdo foram
adicionados o cDNA diluido 1:2, os iniciadores especificos para cada
determinacao (0.2 uM para HPRT e 1 uM para os iniciadores das citocinas), 0
master mix e agua para o volume final de 20 pL. Em seguida as placas foram
colocadas no termociclador e as reacdes de amplificacdo foram realizadas de
acordo com o seguinte protocolo: 10 min a 95°C, 40 ciclos de 95°C durante 15
segundos e 60°C por 1 min; seguida da curva de dissociacdo com incubacéo a
95°C por 15 segundos e 60°C por 1 min e aquecimento até 95°C com analise

simultanea.
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Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores das citocinas

Iniciador Seqiiéncia (5’-3’) BP

HPRT FW: GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTT 162

RV: GATTCAACTTGCGCTCATCTTAGGC

TNF- a FW: ATCTTCTCAAAATTCGAGTGACCA 171

RV: TGGAGTAGACAAGGTACAACCC

TGF-B FW: TGACGTCACTGGAGTTGTACG 169

RV: GGTTCATGTCATGGATGGTGC

RANKL FW: CATCCCATCGGGTTCCCATAA 103

RV: CCCTTAGTTTTCCGTTGCTTAACGAC

IL-4 FW: ACAGGAGAAGGGACGCCAT 94

RV: GAAGCCCTACAGACGAGCTCA

IL-10 FW: GGTTGCCAAGCCTTATCGGA 190

RV: ACCTGCTCCACTGCCTTGCT

IFN- vy FW: CAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA 90

RV: TGGCTCTGCAGGATTTTCATG

FW (forward primer), RV (reverse primer), BP (Pares de Base)

4.3 Andlise dos dados

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste de normalidade
(teste de Shapiro-Wilk) e o teste de homogeneidade (teste de Levene).
Posteriormente, para analise de mais de duas variaveis independentes foram
feitos os testes ANOVA (para distribuicdo normal), sobre ele aplicado o Post-
hoc (Bonferroni), e o teste Kruskal-Wallis (para distribuicdo n&o-normal),
seguido do Post-hoc (com correcédo Bonferroni). Para analise de duas variaveis
independentes foram realizados os testes t de Student (para distribuicdo

normal) e o teste Z de Kolmogorov-Smirnov (para distribuicdo ndo-normal). Em
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todas as analises o nivel de significancia foi de 95%, sendo que um valor de

p<0,05 foi considerado significante.
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5. RESULTADOS

Apés a realizacdo das perfuragbes de furca e a aplicacdo do MTA no
grupo experimental, os camundongos foram sacrificados e as diferentes
citocinas foram dosadas, utilizando-se a técnica de PCR em tempo real.

A expressao génica do TNF-a (Fig. 1) ndo apresentou diferenca entre 0s
grupos controles (sem MTA), nos trés momentos avaliados (p>0,05 — ANOVA).
Por sua vez, observou-se aumento significativo ha expressao desta citocina no
grupo experimental (com MTA) do 7° para o 14° dia (p<0,05 — Kruskal-Wallis),
seguida de uma reducéo no 21° dia (p<0,05 - Kruskal-Wallis) (Fig. 1).

TNF-a

MRNA Expression/HPRT
N

Figura 1: Expresséao de TNF- a nos tecidos periapicais de camundongos
Balb/c submetidos a perfuracdo experimental de furcas tratadas com
MTA. Os niveis de expressdo foram determinados por PCR em tempo
real e quantificados pela comparacdao com um controle interno (HPRT).
As barras representam a média de 5 experimentos, realizados em
duplicada, enquanto as linhas representam o erro padrao. * p<0,05 pelo

teste de Kruskal-Wallis.
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Neste estudo, ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos
controles e experimental quanto a expressao do IFN-y, nos periodos avaliados
(p>0,05 — ANOVA). Observou-se, contudo, no grupo experimental, uma
reducao significativa do IFN-y do 14° para 21° dia (p<0,05 - ANOVA) (Fig. 2).

IFN- y

MRNA Expression/HPRT

Figura 2: Expressao de IFN-y nos tecidos periapicais de camundongos
Balb/c submetidos a perfuracdo experimental de furcas tratadas com
MTA. Os niveis de expressado foram determinados por PCR em tempo
real e quantificados pela comparacdo com um controle interno (HPRT).
As barras representam a média de 5 experimentos, realizados em
duplicada, enquanto as linhas representam o erro padrdo. * p<0,05 pelo
teste ANOVA.
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A expressao génica do RANKL (Fig. 3) ndo apresentou diferenca entre
0S grupos controles (sem MTA), nos trés momentos avaliados (p>0,05 —
ANOVA). Observou-se uma reducéo significativa da expressao do RANKL, no
grupo tratado com MTA, do 14° para o 21° dia (p<0,05 - Kruskal-Wallis) (Fig. 3).

RANKL

MRNA Expression/HPRT

Figura 3: Expressdo de RANKL nos tecidos periapicais de
camundongos Balb/c submetidos a perfuracdo experimental de furcas
tratadas com MTA. Os niveis de expressdo foram determinados por
PCR em tempo real e quantificados pela comparagdo com um controle
interno (HPRT). As barras representam a média de 5 experimentos,
realizados em duplicada, enquanto as linhas representam o erro padrao.

* p<0,05 pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Nos periodos de 7 e 21 dias, observou-se uma reducgéo significativa na
expresséo de IL-4 ao se comparar 0 grupo controle com o grupo experimental
(com MTA) (p<0,05 pelo teste t de Student). No grupo tratado com MTA
observa-se um aumento na expressao dessa citocina no 14° dia (p<0,05 —
ANOVA), seguido de uma redugdo em sua expressao no 21° dia (p<0,05 —
ANOVA) (Fig. 4).
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Figura 4: Expressdo de IL-4 nos tecidos periapicais de camundongos
Balb/c submetidos a perfuracdo experimental de furcas tratadas com
MTA. Os niveis de expressdo foram determinados por PCR em tempo
real e quantificados pela comparacdo com um controle interno (HPRT).
As barras representam a média de 5 experimentos, realizados em
duplicada, enquanto as linhas representam o erro padrao. * p<0,05 pelo
teste ANOVA. ** p<0,05 pelo teste t de Student.
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Quando analisamos a expressdo génica da IL-10 (Fig. 5) nao é
observado diferenca entre os grupos controles (sem MTA), nos trés momentos
avaliados (p>0,05 — ANOVA). Porém, observou-se nos grupos tratados com
MTA uma maior expressao de IL-10 no 21° dia (Fig. 5), quando comparada
aquela observada no 7° dia (p<0,05, ANOVA).

IL-10

MRNA Expression/HPRT
N

Figura 5: Expressao de IL-10 nos tecidos periapicais de camundongos
Balb/c submetidos a perfuracdo experimental de furcas tratadas com
MTA. Os niveis de expressdo foram determinados por PCR em tempo
real e quantificados pela comparacdo com um controle interno (HPRT).
As barras representam a média de 5 experimentos, realizados em
duplicada, enquanto as linhas representam o erro padrao. * p<0,05 pelo
teste ANOVA.
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Em relacdo ao TGF-B, neste estudo, ndo se observaram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos controle e experimental nos
diferentes momentos avaliados (p>0,05 t de Student). Ao se avaliarem o0s
grupos tratados, nos trés periodos, também ndo se observaram diferencas
entre eles (p>0,05, ANOVA) (Fig. 6).

TGF-B

MRNA Expression/HPRT
N

Figura 6: Expressdo de TGF-B nos tecidos periapicais de camundongos
Balb/c submetidos a perfuracdo experimental de furcas tratadas com
MTA. Os niveis de expressado foram determinados por PCR em tempo
real e quantificados pela comparacdo com um controle interno (HPRT).
As barras representam a média de 5 experimentos, realizados em
duplicada, enquanto as linhas representam o erro padrao. p>0,05 pelos
testes t de Student e ANOVA.
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6. DISCUSSAO

A perfuragcédo de furca é uma situacdo clinica indesejavel, que quando
detectada deve ser tratada rapidamente para evitar a contaminacao bacteriana
e permitir o reparo tecidual. Varios materiais foram utilizados com este
propdsito, mas o MTA tem sido aquele de escolha, por ser biocompativel,
apresentar bom selamento, prevenindo a infiltragdo bacteriana, além de tomar
presa na presenca dos fluidos orais (TORABINEJAD et al., 1995; KOH et al.,
1998). Ademais, este material promove a deposicdo de novo cemento, 0 que
facilita a regeneracdo das fibras periodontais e estimula a deposi¢cdo dssea,
caracteristica que o diferencia dos demais cimentos utilizados com o mesmo
propoésito (MAIN et al., 2004). O MTA é constantemente utilizado em contato
direto com os tecidos periodontais, periapicais e pulpares e por isso varias
pesquisas vem sendo conduzidas procurando avaliar a interacdo do mesmo
com esses tecidos (YILDIRIM et al., 2005; HOLLAND et al., 2007).

Os pesquisadores tém utilizado camundongos como um modelo
experimental para se estudar as respostas pulpo-perirradiculares as diferentes
agressodes, bem como a concomitante resposta imune que se processa Nnos
tecidos adjacentes a agressao (STASHENKO et al., 1994; SASAKI et al. 2000;
SASAKI et al., 2004; SILVA et al., 2008). Utilizando-se um modelo murino, foi
demonstrado que apos a exposicado pulpar, a necrose tecidual inicia-se 2 dias
apos sua exposicdo a cavidade oral. Contudo, a completa necrose tecidual
somente ocorrera ao final do 28° dia. Do 7° ao 20° dia ocorrera uma fase aguda
de destruicdo tecidual, seguida por uma fase de destruicdo mais lenta, até o
final do processo (YAMASAKI et al., 1994). Semelhantemente, ao analisarem
as alteracbes que se processam nos tecidos perirradiculares adjacentes,
demonstrou-se que, do 7° ao 20° dia da exposi¢céo pulpar, ocorre uma intensa
reabsorcdo do osso periapical adjacente (fase aguda), seguida de uma
destruicdo mais lenta a partir desse periodo (fase crénica) (STASHENKO et al.,
1994; SILVA et al., 2008).

No presente estudo, avaliaram-se os efeitos do MTA sobre a producéo
de citocinas no tecido periodontal de camundongos, apds a perfuracdo
experimental de furca. O TNF-a estimula a inflamagéo e o dano tecidual,

recrutando linfocitos e mondcitos para os sitios da inflamagédo, além de
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estimular células endoteliais a expressarem moléculas de adesdo e a
secretarem quimiocinas (NAIR, 2004; ZAKHAROVA & ZIEGLER, 2005; SILVA
et al., 2008). Além disso, esta citocina induz a inflamacao pulpar (SILVA et al.,
2008) e a reabsorcdo 6ssea em tecidos periapicais inflamados (NAIR, 2004).
No presente estudo, ao se comparar a expressdo do TNF-a, entre o grupo
controle e o grupo experimental, percebe-se que nao houve diferenca
significativa entre eles (p>0,05). Rezende et al. (2005) haviam demonstrado
resultado similar, relatando que o MTA néo interferia na producao de TNF-a, IL-
12 e IL-10 em andlises in vitro utilizando-se macrofagos M1 e M2. De maneira
similar, o MTA né&o interferiu na producéo das citocinas TNF-a, IL-10 e RANKL
por células T de memodria reativas ao Fusobacterium nucleatum e ao
Peptostreptococcus anaerobius (REZENDE et al., 2008). Por sua vez, neste
estudo, observou-se aumento significativo na expressdo de TNF-a nos grupos
experimentais (tratados com MTA) do 7° para o 14° dia (p<0,05), seguida de
uma reducdo no 21° dia. Similarmente, Silva et al. (2008) relataram baixos
niveis de TNF-a na fase inicial da resposta pulpar ao MTA, que aumentavam
no 20° dia tanto no grupo controle quanto no grupo experimental. A reducéo da
expressado desta citocina nos grupos tratados com MTA na fase tardia (21 dias)
pode-se dever aos seus efeitos, que segundo Zakharova & Ziegler (2005), sao
pré-inflamatérios inicialmente e regulatérios tardiamente, regulando a
expressao da IL-12.

O IFN-y é produzido por células natural killers (NK) e linfécitos CD8+ e
CD4+. Ele ativa macrofagos e tem um papel critico na resposta imune inata e
adaptativa (SASAKI et al., 2004; COLIC et al., 2009). Neste estudo, ndo se
observaram diferencas entre os grupos tratados e controle ao longo do periodo
experimental, similarmente ao observado por Silva et al. (2008) em polpas
tratadas com MTA. Por outro lado, no grupo experimental, ocorreu uma
reducao significativa do IFN-y, na fase de cronicidade (21° dia — p<0,05). Esta
reducdo na expressdo do IFN-y, nesse periodo, assemelha-se a reducédo
observada nas demais citocinas pro-inflamatoria nos grupos tratados com MTA.
As acgbes do IFN-y sobre a atividade de reabsorcdo Ossea foram avaliadas
utilizando-se camundogos knockout para o IFN-y (SASAKI et al.,, 2004). Foi

demonstrado que a reabsorcdo 0ssea na regido periapical de camundongos foi
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similar aquela observada nos animais controle, indicando que essa citocina
parece ndo ter um efeito direto sobre a reabsorcdo (SASAKI et al., 2004). De
forma inversa, acredita-se que o IFN-y apresente um efeito protetor na
reabsor¢cdo Ossea, inibindo a osteoclastogénese, ao interferir na via de
sinalizacdo RANK-RANKL, ao induzir uma rapida degradacdo do receptor do
TNF-a (TAKAYANAGI, 2005).

A diferenciacdo e a ativacdo de osteoclastos, células responséaveis pelo
desencadeamento da reabsor¢cdo Ossea, estd diretamente associada a
interacdo do RANKL ao receptor ativador do fator nuclear Kappa B (RANK)
(BOYLE et al.,, 2003). Neste estudo, nos trés periodos avaliados, ndo se
observaram diferencas significantes na expressédo desta citocina quando se
compararam oS grupos controles e experimentais. Similarmente, Rezende et al.
(2008) haviam demonstrado a nao interferéncia do MTA na expressao de
RANKL em células T de memodria. Entretanto, uma reducdo significativa
(p<0,05) foi observada no grupo experimental no 21° dia em relacdo aquela
observada no 14° dia. Dentro da dindmica de remodelacdo 6ssea, estes
resultados demonstram que o MTA pode favorecer a deposicdo 6ssea como
relatado previamente na literatura pertinente (SCHWARTZ et al., 1999; MAIN et
al., 2004).

O TGF-B é uma citocina secretada por linfécitos T ativados por
antigenos, odontoblastos, linfécitos T regulatérios e mondcitos estimulados por
LPS, que desativa os macréfagos, resultando na deposicdo de matriz e
remodelamento tecidual, através da sintese de proteinas da matriz extracelular,
como colageno, matriz metaloproteinase e integrinas (HAHN & LIEWER,
2007b). Essas acdes estimulam o reparo tecidual apos a inflamacao ter sido
controlada (HAHN & LIEWER, 2007b). A expressao dessa citocina em culturas
de células mononucleares recuperadas de lesdes periapicais foi maior em
lesbes em que havia o predominio da resposta humoral, sugerindo que o0s
efeitos imunoregulatorios dessa citocina, juntamente com os da IL-10, estéo
mais ativos nas lesdes crénicas em estagio avancado (COLIC et al., 2009). No
presente estudo, nédo foi observado diferenca significativa tanto entre os grupos
controles e experimentais, ou mesmo ao se comparar 0S grupos experimentais

entre si. Porém, anteriormente foi relatada uma expressdo aumentada dessa
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citocina por cultura de fibroblastos gengivais humanos em 72 horas (GUVEN et
al., 2007).

A IL-4 € uma citocina que induz a diferenciagdo das células T CD4+
naive (ThO) em células Th2. E uma citocina reguladora chave da resposta
humoral e da imunidade adaptativa. Induz a producdo de Imunoglobulina E
pelas células B (GILMOUR et al.,, 2008) aléem de induzir o aumento da
expressdo de MHC de classe Il. Neste estudo, observou-se uma redugao
significativa na expressao de IL-4 no 7° e 21° dias a0 se comparar 0S grupos
controle e experimentais. De forma contraria, Silva et al. (2008), analisando
polpas tratadas com MTA, em camundongos C57BL/6, ndo detectaram a
expressao dessa citocina ao se comparar oS grupos controle e experimental
em todos os tempos avaliados. Entretanto, nos grupos experimentais (tratado
com o MTA) deste estudo, ocorreu um aumento na expressao de IL-4 no 14°
dia seguido de uma reducéo significativa nesta expresséo no 21° dia (p<0,05).
E interessante relatar que o modelo animal aqui empregado, utilizando-se
camundongos Balb/c, apresenta um perfil de resposta do tipo 2 (LOUIS et al.,
2003; STASHENKO et al., 2007). Analisados em conjunto, estes resultados
demonstram que o MTA induz uma reducédo na expresséo da IL-4, mesmo em
um modelo do tipo 2 onde espera-se uma maior expressdo dessa citocina,
sugerindo que a modulacédo imune do MTA sobre as citocinas pro-inflamatorios
detectada neste estudo, acontece por uma via independente da IL-4. De
maneira semelhante, um estudo prévio havia relatado que o MTA reduz a
expressao de IL-4 em um modelo do tipo 2 (células T de memdria reativas ao
Fusobacterium nucleatum), mas néo interfere em sua produgcédo em um modelo
de células do tipo 1 (células T de memdria reativas ao Peptostreptococcus
anaerobius) (REZENDE et al., 2008).

A IL-10 é uma citocina regulatéria produzida por células Th2 e que,
consequentemente, inibe a resposta do tipo 1 (SASAKI et al., 2000). Por serem
citocinas do tipo 2, IL-4 e IL-10, apresentam geralmente sua expressdo
reduzida nas fases iniciais da resposta imune e elevada na fase cronica
(ABBAS et al., 2007; HAHN & LIEWER, 2007b). Neste estudo nao se observou
diferenca estatistica na expressdo de IL-10 entre os grupos controles e
experimentais, nos intervalos de tempo avaliados. Estes resultados sé&o

similares aqueles relatados por nosso grupo de pesquisa, em estudos prévios
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(REZENDE et al., 2005; REZENDE et al., 2008). Por sua vez, ao se comparar a
expressdo de IL-10 entre 0s grupos experimentais, observa-se um aumento
significativo no 21° dia em relagdo ao 7° dia de tratamento. Esta maior
expressdo de IL-10, neste periodo, correlaciona-se a reducdo da expresséo
das citocinas do tipo 1 (TNF-a, IFN-y e RANKL) observada no 21° dia no grupo
tratado com MTA, demonstrando que a modulagcéo imune que ai ocorre parece
ser mediada pela IL-10, sem a participacdo da IL-4. Em modelo animal, a
participacdo da IL-10 na etiopatogenia de alteracbes periapicais mostrou
resultados similares, uma vez que a IL-10, mas nao a IL-4, apresentou efeito
supressor sobre o0s niveis de producdo das citocinas do tipo 1 (SASAKI et al.,
2000). A auséncia da IL-10 em animais knock-out induzia ainda elevados
indices de inflamacado e reabsorcdo 6ssea (SASAKI et al., 2000). Da mesma
maneira, De Rossi et al. (2008) relataram que, pelo menos individualmente, a
IL-10, o IFN-y, a ICAM-1 e o CCR5 tém papel importante na patogénese da
alteracdo periapical induzida experimentalmente em camundongos, agindo
como supressores endoégenos do desenvolvimento da lesdo periapical, ao
passo que a IL-4 ndo apresenta efeito significante na modulagédo da lesdo
periapical.

Os resultados deste estudo demonstram que o MTA induz uma resposta
protetora no hospedeiro, aumentando a expressdo de citocinas proé-
inflamatdrias na fase inicial de sua aplicacdo, o que levaria a uma eliminacao
dos antigenos ali presentes. Em uma fase tardia ocorre 0 aumento da
expressdo da IL-10 que modula a resposta pro-inflamatoria inicial, permitindo
gue se instalem os processos de regeneracado tecidual, fundamentais para a
cicatrizacdo dos tecidos adjacentes a perfuracdo. Pesquisas futuras
necessitam averiguar a ocorréncia da diferenciagdo dos osteoclastos nos
diferentes momentos (iniciais e tardio) e seu papel na destruicdo 6ssea que
acontece nos tecidos adjacentes as perfuragcbes de furca, bem como a

presenca de células B produtoras de imunoglobulinas nos sitios desta lesao.
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7. CONCLUSOES

Pbde-se observar que nos grupos tratados com o MTA quando
comparados aos grupos controles ndo houve alteracdo na expressdo das
citocinas RANKL, IFN-y, TGF-B, TNF-a. e IL-10, mas que ocorreu uma reducéo
na expressao da IL-4 nos tempos experimentais de 07 e 21 dias.

Por sua vez, ao se comparar 0os grupos tratados com o MTA entre si, nos
diferentes tempos experimentais, observou-se uma reducdo na expressao de
RANKL e IFN-y, no 21° dia, em comparagdo a sua expressado no 14° dia; um
aumento na expressao de IL-4 e TNF-a, no 14° dia, seguida por um redugéo no
21° dia; um aumento na expressao de IL-10 do 7° para o 21° dia; bem como,
nenhuma interferéncia na expressao de TGF-p.

Pode-se concluir, portanto, que o MTA atuou nesse modelo
experimental, aumentando a expressao das citocinas pré-inflamatérias na fase
inicial do processo inflamatério e, em uma fase tardia, modulando esta

resposta, possivelmente, por induzir o aumento da expresséo da IL-10.
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ANEXO | — Coépia da autorizagdo do CETEA/UFMG (Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais) para
realizacédo da pesquisa.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 15/2009, relativo ao projeto intitulado
“Avaliagdo de citocinas inflamatdrias em perfuragdes experimentais de
furca tratadas com MTA em camundongos isentos de germe’, que tem como
responsavel(is) Antdnio Paulino Ribeiro Sobrinho , esta(do) de acordo com o0s
Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 1/
04/2009.

Este certificado expira-se em 1/ 04/ 2014.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 15/2009, related to the project entitled
“Evaluation of inflammatory cytokines in experimental furcation
perforations treated with MTA in germ free mice’, under the supervisiors of
Anténio Paulino Ribeiro Sobrinho, is in agreement with the Ethical Principles in
Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal
Experimentation (CETEA/UFMG), ard was approved in April 1, 2009.

This certificate expires in April 1, 2014.
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Prof. Humberto Pereira
Coordenador do CETEA
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Avenida Antdnio Carlos, 6627 - Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax. (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioeticalcetea - cetea@prpq.ufing.br
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