1. Introducao

O clareamento dental vem sendo estudado desde o século XIX,
buscando definir técnicas que sejam eficazes para restituir a estética dos
dentes com alteracdo cromatica. Buscam-se também materiais que
apresentem baixos efeitos deletérios sobre os tecidos adjacentes.

O primeiro protocolo de clareamento em dentes desvitalizados foi
preconizado por Bogue em 1872, utilizando-se o acido oxalico. Desde entéo,
inUmeras outras metodologias foram propostas (Attin et al., 2003). As técnicas
atuais sdo baseadas na utilizacdo do peroxido de hidrogénio (uso direto) ou de
produtos que, ao reagirem, liberam peréxido de hidrogénio de forma mais lenta.
Independente da técnica utilizada, a acédo clareadora é proporcionada pela
reacao do oxigénio ativo, derivado da quebra do perdxido de hidrogénio, junto a
matriz organica do dente.

Embora eficientes no que diz respeito ao aspecto estético, as técnicas
de clareamento sdo questionaveis quanto a sua toxicidade sobre os tecidos
periodontais. Em 1979, Harrington & Natkin sugeriram que o tratamento
clareador em dentes desvitalizados correlacionava-se ao surgimento de
reabsorcgéo cervical externa.

A reabsorcao externa € um fendbmeno de origem inflamatoéria que ocorre
imediatamente abaixo da insercao epitelial do dente, podendo ou n&o coincidir
com a area cervical do mesmo (Makkes & Thoden, 1975; Andreasen, 1981,
Tronstad, 1988). Esta se da gradualmente, e leva a uma perda irreversivel do

tecido cementario, dentinario e 6ésseo. Sua patogenia, ainda desconhecida, é
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rotineiramente associada a diversas causas, sendo uma delas o tratamento
clareador enddgeno.

Apés a instalacdo desse quadro, € necessario a definicdo correta da
localizacdo e extensdo da destruicdo a fim de se instituir uma terapia
adequada. Quando possivel, a curetagem cirdrgica do tecido acometido e a
adequada restauracao radicular podem viabilizar a manutencdo do elemento
dental. Diversos materiais foram propostos para a restauracdo subgengival
desses defeitos, de forma a possibilitar a repopulagcéo celular e o reparo do
periodonto adjacente (Yilmaz et al., 2010). Muito utilizados, por suas
habilidades de presa, selamento e biocompatibilidade, destacam-se o cimento
MTA (agregado tribxido mineral) e o restaurador resinoso/ionomerico
Geristore® (Mehrvarzfar et al.2010). Outro interessante produto, muito utilizado
em reparos periodontais é o Emdogain®, cujo principal constituinte é a
amelogenina, substancia importante na amelogénese, e que apresenta
comprovado efeito inibidor da osteoclastogénese bem como da reabsorcao
Ossea e radicular (Yagi et al., 2011).

Sabe-se que as principais células envolvidas no metabolismo Gsseo,
mais especificamente na sua remodelag&o, sao os osteoclastos e osteoblastos.
Quando associada a processos patoldgicos, a fisiologia 0ssea é alterada e
passa a sofrer interferéncia de outros tipos celulares como os linfécitos,
macrofagos e mondcitos, constituindo um processo complexo que envolve
varias funcdes celulares coordenadas, reguladas por hormonios sistémicos, e
fatores locais como as citocinas: TNF-q, IL-6, IFN-y, TGF-B, IL-4, IL-10, e pelos

mediadores RANKL, RANK e OPG. Varios desses mediadores ativam o0s
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osteoclastos que passam a expressar TRAP (enzima fosfatase acida resistente
ao tartarato), cuja principal funcéo é a degradacéo da matriz éssea.

Apesar de diversos estudos constatarem reabsor¢cdes apdés o
tratamento clareador endégeno, pouco se conhece sobre a relacdo causa-
efeito nesse processo (Neuvald, 1997). Segundo alguns autores, esse topico
merece maiores estudos para que se elucide sua etiologia (Trope, 1997,
Heithersay, 1999). Ademais, os produtos designados para a correcao dos
defeitos causados pela reabsorcédo também carecem de testes que determinem
sua interagdo com o tecido 6sseo.

O presente estudo procurou elucidar os aspectos imuno inflamatérios
envolvidos na ocorréncia da reabsorcdo cervical externa associada ao
tratamento clareador enddégeno, bem como o comportamento ésseo ap6s o
tratamento com agentes corretivos. Para tal, avaliou-se a acao do peréxido de
hidrogénio, peroxido de carbamida e perborato de sédio sobre o tecido 6sseo
da calvaria de camundongos, no que se refere a sua habilidade de induzir:
TNF-aq, IL-6, IFN-y, IL-4, RANKL. Verificou-se ainda, nessa fase experimental, o
namero de células osteoclasticas TRAP positivas.

Adicionalmente avaliou-se a expressao de: TNF-a, IL-6, IFN-y, TGF-(3,
IL-4, IL-10, RANKL, RANK e OPG, também, sobre o osso da calvaria, tratada

com MTA, Geristore® e Emdogain®.
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2. Revisao de Literatura

O escurecimento de dentes desvitalizados

As alteragbes de cor em dentes humanos variam de acordo com a sua
etiologia, aparéncia, localiza¢do, severidade e interacdo com a estrutura dental.
Podem ser classificadas em: extrinseca, intrinseca, ou combinadas (Hattab et
al., 1999). Independente do fator etioldgico que leve a este problema, o
escurecimento de um dente anterior, ou de um grupo de dentes, na maioria das
vezes, interfere negativamente na aparéncia do sorriso, e a estética tem
importante papel na odontologia moderna (Nishiyama et al., 1989). A cor dos
dentes é o fator isolado mais importante no equilibrio estético do sorriso, por
ser mais imediata e rapidamente percebida dentre as outras anomalias
estéticas (Baratieri et al., 2001).

A vitalidade pulpar cumpre um papel importante na manutencdo da
estética dentaria, conservando o tom, matiz e a translucidez dos tecidos
mineralizados. Quando essa vitalidade deixa de existir, pode ocorrer uma
alteracdo brusca na cor e no brilho do dente, que fica geralmente com tons
mais escuros, e matizes que podem variar entre o cinza, verde, pardo ou
azulado (Busato et al. 2002).

Sabe-se também que dentes submetidos ao tratamento endododntico
podem sofrer mudancas em sua cor. As causas destas alteracdes podem ser: a

abertura coronéria insuficiente, o sangramento abundante ocorrido durante a
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pulpectomia, a permanéncia de materiais obturadores na camara pulpar,
também o uso de materiais contendo prata precipitada ou iodoférmio (Nutting &
Poe, 1963). O escurecimento dental pode ser consequéncia da degradacao
proteica sobre o material necrético remanescente no interior dos tubulos
dentinarios e da hemdlise dos eritrécitos que culmina na liberacéo de ferro e
moléculas de coloracdo escura (Baratieri et al., 2001).

Um acesso inadequado a camara pulpar pode levar a retencdo de
materiais obturadores, medicamentos, sangue e restos de tecido pulpar em
decomposicdo no seu teto, favorecendo o manchamento (Silveira & Berger,
1998; Busato et al. 2002).

Dahlstron (1993) observou que o0 sangue, proveniente das hemorragias
pulpares, quando estagnado na camara pulpar, sofre decomposicdo, e a
combinacdo dos ions de ferro liberados com o sulfeto de hidrogénio produzido
pelo metabolismo bacteriano resulta na formacdo de um composto negro, o
sulfeto de ferro. Esse pigmento penetra nos canaliculos dentinérios, causando
escurecimento dental.

Algumas substancias como o nitrato de prata, as solu¢gbées contendo iodo
(iodoférmio), o cloreto de mercario e outros sais metalicos, 6leos presentes nas
substancias resinosas, quando em contato com outros medicamentos no
interior do canal, também podem levar ao escurecimento dental (De Deus,
1986).

O tratamento endodontico quando mal conduzido, apresentando um
vedamento inadequado do canal, pode permitir a passagem de fluidos e

detritos que escurecem os dentes (Zanin & Brugnera Jr., 2004).
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A resolugcdo desse problema nem sempre é facil e simples,
especialmente quando um dente anterior se apresenta mais escuro do que 0s
demais. Obter uma estética adequada pode ser uma tarefa ardua, mesmo para
um profissional habilidoso que utilize materiais e técnicas restauradoras de
Gltima geracao (Baratieri et al., 2001).

Para Frank (1982), o progndstico do clareamento baseia-se no tipo e na
causa das alteracbes de cor. As que tiveram como causa uma hemorragia
pulpar ou a decomposicdo de restos teciduais apresentam um bom
prognostico. Entretanto, quando ocorre a penetracdo e precipitacdo de sais
metélicos, medicamentos e cimentos contendo prata bem como materiais
restauradores, a corre¢do da cor torna-se mais dificil ou mesmo impossivel.

A formacédo de cadeias longas e complexas no intimo da estrutura dental
€ responsavel pelo aumento do indice de absor¢éo de luz pelo dente o que, em
maior ou menor grau, resulta no seu escurecimento (Albers et al., 1991;

Baratieri et al., 1993; Hattab et al., 1999; Watts & Addy, 2001).

Agentes e técnicas de clareamento

Os agentes clareadores séo veiculos contendo radicais de oxigénio que,
devido a sua instabilidade, quando em contato com os tecidos dentais, oxidam
0s pigmentos incorporados a ele. Esses macro-pigmentos séo “fracionados” em
cadeias moleculares cada vez menores, promovendo-se, ao final do processo,
a despigmentacao da estrutura dental (Albers et al., 1991; Dzierzak, 1991;

Fasanaro, 1992; Haywood, 1992; Baratieri et al., 1993).
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A preocupacdo com o clareamento de dentes desvitalizados ndo €
recente. Bogue (1872) e Charple (1877) preconizavam a utilizagcdo do &cido
oxalico como agente clareador, enquanto Truman (1881) indicava o uso do
hipoclorito de calcio. Harlan (1884) descreveu o que seria a primeira utilizacao
do peréxido de hidrogénio no clareamento dental intracoronério. Kirk (1893)
prop6s o uso do peréxido de sodio (Na,O,) e Westlake (1895) do peroxido de
hidrogénio associado ao éter.

Durante todo o século XX, diferentes técnicas e substancias quimicas
foram utilizadas para o clareamento de dentes com alterac6es cromaticas, em
especial os dentes desvitalizados. Em 1950, Pearson administrou calor e
perdxido de hidrogénio para o clareamento de dentes ndo vitais (Sakaguchi &
Hanpel, 1991). Cohen (1968) preconizou a utilizagdo de bolinha de algodao
embebida em perdxido de hidrogénio a 30%, ou superoxol. Em 1963, Nutting &
Poe introduziram a técnica mediata, “walking bleach”, que utilizava peréxido de
hidrogénio 30%-35% associado ao perborato de sédio (2NaBO,[OH]2[NH,0])
para clareamento de dentes desvitalizados.

Anos mais tarde, Rotstein et al. (1993) e Weiger et al. (1993)
preconizaram o uso isolado do perborato de sédio como agente clareador, pois,
na presenca de umidade, esse se decompde em baixas concentragbes de
peréxido de hidrogénio e posteriormente em oxigénio ativo, que reage com O
material organico iniciando o processo clareador.

O peroxido de hidrogénio (H2O2) tem sido utilizado como agente
clareador dental ha mais de 100 anos (Burchard, 1898; Fisher, 1911; Hardman
et al., 1985), e ainda é o agente de escolha na maioria dos casos. E utilizado

tanto em dentes vitais (técnicas convencional e caseira supervisionada), quanto
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nos nao vitais (técnica imediata ou mediata) (Leonard et al., 1997; Li, 1997).
Este, guando em contato com os tecidos, se degrada em oxigénio, responsavel
pelo clareamento, e agua (Hardman et al., 1985; Dzierzak, 1991; Baratieri et
al., 1993; Baratieri et al., 2001).

Em 2004, Lim et al. comprovaram a eficacia do peroxido de carbamida
35% como clareador dental enddégeno em dentes extraidos e corados
artificialmente, apresentando resultados semelhantes aos obtidos com o
peroxido de hidrogénio 35%.

O sucesso do tratamento relaciona-se diretamente a habilidade da
substancia clareadora em penetrar no interior dos tabulos dentinarios e reagir
com as moléculas escurecidas (Kirk, 1889; Saquy et al., 1992).

Varios métodos foram propostos a fim de aumentar a eficiéncia e
eficacia do tratamento clareador, baseados no aumento da permeabilidade do
agente clareador pelos tubulos dentinarios. Segundo Zaragoza (1984), Abbot,
em 1918, introduziu um instrumento aquecido para acelerar a reacdo quimica,
(Cohen & Burns, 1997). Pashley et al. (1981), Rotstein et al. (1991) e Saquy et
al. (1992), também, recomendaram a associacdo do calor. Outros métodos
foram propostos, como o condicionamento com acido fosforico da estrutura
dentaria antes da insercao do agente clareador para remoc¢édo da smear layer
(Howell, 1980; Pashley et al.,1983; Tittley et al., 1988). A aplicacado de ultra-
som que fornece energia e consequente aceleracdo da quebra do produto
também foi preconizada (Lacerda et al.,1986).

Entretanto, a potencializacdo do agente clareador e aceleracdo do
clareamento principalmente pela técnica termocatalitica tem sido questionada

guanto a seus efeitos deletérios sobre a estrutura dental (Madison & Walton,
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1990; Trope, 1997). Goldstein (1976) e Mondelli et al. (1984) observaram que a
utilizacao de fontes de calor a fim de ativar os agentes clareadores podem lesar
os tecidos dentérios.

Apesar da viabilidade da execucado, o tratamento clareador em dentes
desvitalizados apresenta como risco a instalagdo de um processo de

reabsorcéo radicular externa (Dotto et al.,2000).

Reabsorcéo cervical externa e o clareamento enddégeno

A reabsorc¢do radicular cervical € uma destruicdo progressiva de origem
inflamatéria, que ocorre imediatamente abaixo da insercdo epitelial do dente,
que pode ou ndo coincidir com a area cervical do mesmo (Andreasen, 1981;
Makkes & Thoden, 1975). Ela pode ocorrer como uma reacao retardada apés
uma agressao e, até o momento, sua etiopatogenia nao € inteiramente
compreendida.

O cemento é o tecido que sobrepbe e protege a dentina radicular. Em
algumas situacdes provocadas ou de natural deficiéncia, essa dentina fica
exposta a acdo reabsortiva dos osteoclastos (Gold & Hasselgren,1992;
Hammarstrom & Lindskog, 1992). Diversos fatores etiologicos relacionam-se a
ocorréncia de danos na regido cervical do dente. Dentre eles incluem-se o
trauma dental, o tratamento ortodoéntico, a terapia periodontal, o clareamento
intracoronario e a ocorréncia por causa idiopatica (Patel et al., 2009; Heithersay
1999).

A infiltracdo dos agentes clareadores nos tubulos dentinarios, atingindo o

periodonto, pode induzir uma resposta inflamatéria, e consequente reabsorcéo
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cementaria e dentinaria na area cervical (Paiva & Antoniazzi, 1988; Teixeira et
al., 2000; Loguercio et al., 2002). Esse risco é maior a medida que se aumenta
a permeabilidade do agente clareador e sua penetracao nos tubulos dentinarios
(Rotstein et al., 1991; Pécora et al., 1991; Dahlstron, 1993; Zalkind et al., 1996).

Harrington & Natkin, (1979), foram os primeiros autores a sugerirem que
os dentes despolpados, submetidos ao clareamento, poderiam apresentar
reabsorcdo cervical externa alguns anos apos o tratamento associado a
utilizac@o de uma fonte de calor ou ao trauma dental prévio.

Um dos fatores que pode contribuir para ocorréncia da reabsorcao
cervical externa apos o clareamento dental € o tipo de juncdo cemento—esmalte
presente no elemento dental relacionado. Essa relacdo pode determinar
diretamente 0 maior ou menor extravasamento do material clareador para o
tecido periodontal cervical adjacente. A jungéo tipo “gap” (dentina exposta),
segundo Koulaouzidou et al. (1996), apresenta mais permeabilidade,
permitindo maior extravasamento cervical dos agentes clareadores.

Segundo Demarco & Garone Netto (1995) e Lado et al. (1983), a
penetracdo do peroxido de hidrogénio no periodonto, através dos tubulos
dentinarios e das falhas amelo-cementéarias (presentes em aproximadamente
10% dos dentes), seria a causa principal da reabsorcdo externa poés
clareamento. O extravasamento do peroxido de hidrogénio, no nivel cervical,
causa a queda brusca de pH na regido, culminando com a desnaturacdo da
dentina, desconhecida pelo sistema imune, sendo entdo, reabsorvida pelos
osteoclastos.

Muitos estudos procuram demonstrar essa premissa. Em um estudo

laboratorial no qual foram realizadas leituras do pH na regido da juncdo amelo-
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cementaria durante o clareamento, Kehoe (1987) verificou a existéncia de uma
leve acidez apds a aplicagdo do agente clareador, o que induziris a atividade
osteoclastica na regiéo.

De acordo com Rotstein (2000), os mecanismos pelos quais 0
clareamento dental induz danos ao ligamento periodontal e/ou ao cemento
ainda ndo foram completamente elucidados. Presumivelmente, os irritantes
quimicos se difundem através dos tubulos dentinarios e dos defeitos presentes
na juncdo amelo-cementéaria, causando necrose tecidual, inflamacéo do
ligamento periodontal e, finalmente, reabsor¢céao radicular. Pires (2003) sugere
que um pH acido, muitas vezes presente nos sitios submetidos ao
clareamento, é uma condicdo ideal para a ocorréncia da reabsorcao radicular,
intermediada por hidrolases acidas que levam a desmineralizagédo dos tecidos.

A possibilidade de degradacdo quimica dos tecidos que entram em
contato com o agente clareador ndo deve ser descartada. Além da
possibilidade de desencadeamento de uma reabsorcdo mediada
imunologicamente, esses agentes podem levar a formacéo de radicais toxicos
entre o peréxido de hidrogénio e a dentina ou o cemento, que funcionariam

como agentes irritantes (Demarco & Garone Netto, 1995).

Tecido 6sseo e mediadores da reabsorcao

O osso € um tecido dinamico que passa por constante remodelagcdo com
episodios de formacéo e reabsorcdo 6ssea ao longo da vida. O desequilibrio
entre esses dois fendmenos pode determinar diversas condi¢cdes patologicas

(Roodman, 1996). Os dois tipos celulares responsaveis pela remodelacdo
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O0ssea sdo 0s osteoblastos, engajados na formacdo e os osteoclastos, com
funcao de reabsorcao 6ssea (Roodman, 1996; Suda et al., 1999).

Os osteoclastos s@o responsaveis pela reabsorcdo 6ssea e de outros
tecidos duros, inclusive a raiz dos dentes (Hammarstrom & Lindskog, 1985).
Fonseca & Bahia (1995) descrevem 0s osteoclastos como as principais células
envolvidas no processo de reabsorcdo cervical, pds-clareamento dental
enddgeno. Os osteoclastos, células priméarias responsaveis pela reabsorcdo
Ossea, sdo diferenciadas das células progenitoras hematopoiéticas, sob a
influéncia de véarios horménios, citocinas e fatores de diferenciagdo. Uma vez
completamente diferenciados, 0s osteoclastos rapidamente morrem na
auséncia de algum fator de sobrevivéncia (Lee et al., 2004).

Semelhantemente aos osteoclastos, os odontoclastos sdo células
clasticas cuja funcdo relaciona-se a quadros patolégicos que incluem
anomalias craniofaciais, erupcdo dental e reabsorcdo radicular (Wang &
McCauley, 2010). Sao células que se diferenciam de progenitores celulares
circulantes, oriundos da polpa dental e ligamento periodontal (Sahara et al.,
1996). Essas compartiiham de caracteristicas dos osteoclastos como
catepsinas K e D TRAP (fosfatase &cida resistente ao tartarato) e
metaloproteindses (MMP-9) (Gotz et al., 2000). Portanto, a reabsor¢éo dental &
determinada pela odontocasto/osteoclastogénese, e € regulada por um
processo imune fisiolégico (Wang & McCauley, 2010).

Os osteoclastos originam-se de células hematopoiéticas precursoras da
linhagem de mondcitos/macréfagos (Teitelbaum, 2000). Interacdes entre o
estroma celular dos osteoblastos e das células progenitoras de osteoclastos

conduzem para a inducao e diferenciacado dos osteclastos, bem como ativacéo

23



dos mesmos (Suda et al., 1999). O fator de estimulacdo de col6nias e
macréfagos (M-CSF) e o ligante do receptor ativador do NFx-B (RANKL)
desempenham importante papel na osteoclastogénese (Hill et al., 1998; Lerner,
2000). RANKL € uma proteina disponivel na forma transmembrana e soltvel,
ambas produzidas principalmente no estroma celular dos osteoblastos
(Hofbauer et al., 2000; Teitelobaum, 2000; Teitelbaum & Ross, 2003).
Anteriormente eram proteinas consideradas linfocito T especificas, mas outras
células como as da medula, endoteliais e condrécitos, demonstraram expressa-
la (Wong et al.,, 1997; Lacey et al.,, 1998). Agem por ligacdo com o receptor
para RANKL (RANK) nas células progenitoras de osteoclastos, determinando a
diferenciacéo e ativacdo desses (Hofbauer et al., 2000; Lerner, 2000). Segundo
Kong et al., em 1999a, os camundongos deficientes em RANKL, por delecdo
do gene, ndo possuem osteoclastos e desenvolvem osteopetrose. O sistema
RANKL/RANK é essencial para a formacdo de osteoclastos. O RANKL é
também expressado em abundancia por ativacdo dos linfocitos T; essas células
podem de fato desencadear a osteoclastogénese, e esse mecanismo €
provavelmente essencial na destruicdo das articulagbes, comum na artrite
reumatoide (Kong et al., 1999b). A formacdo e ativacdo dos osteoclastos,
nessas patologias, é regulada direta e indiretamente pelas células T CD4 *
infiltradas nas lesbes (Sato & Takayanagi, 2006). Os efeitos indiretos sé&o, na
maioria, mediados por citocinas inflamatorias, como TNF-a, IL-6 e IL-1,
produzidas pelas células sinoviais como macrofagos, que induzem a expressao
de RANKL nos fibroblastos sinoviais (Hofbauer et al., 1999; Takayanagi, et al.
2000). Nenhuma destruicdo Ossea ndo inflamatoria, entretanto, pode ser

atribuida as células Thl. Essa é uma questao importante para determinar qual
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tipo de célula T estd associada a osteoclastogénese em condi¢cdes sub-
inflamatorias. Para regular a osteoclastogénese e seus efeitos, a OPG
(osteoprotegerina) age como um receptor decoy, competindo com RANK pela
ligagdo com RANKL. As variacdes dos niveis de RANKL/OPG controlam a
osteoclastogénese in vivo e in vitro (Boyle et al., 2003; Teitelbaum et al., 2003).

Diversos estudos que investigam a osteoclastogénese associada a
resposta imune inflamatoria demonstram a existéncia de destruicdo éssea
mediada por citocinas. Citocinas como TNF-a, IL-6, TGF-3, IL-1, IL-7, IL-17,
induzem a osteoclastogénese e a atividade de reabsorcdo 6ssea (Maruotti et
al.,, 2012). Em contrapartida, citocinas como IL-4, IL-10, IL-12, IFN-y
desempenham o efeito contrario, inibindo a diferenciacdo dos osteoclastos e de
sua atividade (Kohara et al., 2011).

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria multifuncional, que possui
numerosas funcdes e é produzido principalmente por monécitos e macrofagos
ativados. E um dos principais mediadores da resposta do hospedeiro, mediada
pelos macrofagos em resposta a toxinas bacterianas, produtos inflamatorios e
outros estimulos invasores (Tracey & Cerami, 1993). E importante no
recrutamento de osteoclastos, demonstrando papel central em doencas que
apresentam reabsor¢do 6ssea, como na artrite reumatéide (Wong et al., 2009).
Demonstrou-se que a inibicdo de TNF- a é efetiva no tratamento de doencas
reumaticas (Kohara et al., 2011.). Definido como um potente fator de
reabsorcéo 0ssea, TNF-a é responsavel por estimular essa reabsorgéo in vitro
(Thomson et al., 1987) e in vivo (Konig et al., 1988). O envolvimento do TNF-a
tem sido associado a perda Ossea periodontal, a perda de implantes

ortopédicos e a outras formas de inflamacdes osteoliticas cronicas (Bingham,
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2002). Essa citocina também pode ser produzida pelos osteoblastos, atua na
osteoclastogénese pela ativacdo de NF-B dentro de um mecanismo
intracelular, ou pode atuar de maneira autdcrina como mediador da
estimulacdo de RANKL (Zou et al., 2001). Os osteoclastos induzidos por TNF-a
na presenca de IL-1 demonstraram capacidade de causar cavidades de
reabsorgdo em lascas de dentina. Ambas citocinas possuem importante papel
na reabsorcédo 0ssea, desencadeada em patologias inflamatérias (Kobayashi et
al., 2000). Apesar de seu comprovado papel na osteoclastogénese, um recente
estudo realizado por Maruotti et al. em 2012, questionando o papel de
inibidores de TNF-a no tratamento de artrites cronicas, demonstrou indicios de
que outros mediadores seriam importantes na ativacdo da reabsorcdo Ossea
nessas patologias. Portanto, apenas a terapia baseada na inibicdo dessa via
nao seria suficeinte.

Como o TNF-a, a IL-6 é conhecida também por seu papel na
osteoclastogénese e na reabsorcdo 6ssea (Kotake et al., 1996). Os efeitos da
IL-6 séo interconectados com os da IL-1 e TNF-a. Ela age estimulando a
diferenciacdo do progenitor mesenquimal da linhagem osteoblastica (Taguchi
et al., 1998), além de ser potente agente anti-apoptotico para essas células. A
principal fonte de IL-6 no tecido 0sseo € o estroma celular dos osteoblastos e
nao o dos préprios osteoclastos (Holt et al., 1996).

A semelhanca de outros mediadores de reabsorcédo, a IL-6 estimula a
atividade osteoclastica e a reabsorcédo 0ssea por meios indiretos, aumentando
as interacdes entre osteoblastos e osteoclastos. Essa citocina, na verdade,
estimula a atividade osteoclastica quando associada, em cultura, com

osteoblastos, mas néo se verificou atividade de estimulacdo em cultura pura de
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osteoclastos (Hattersley et al., 1988). De forma semelhante, embora os
precursores dos osteoclastos expressem niveis muito mais elevados de
receptores para IL-6 do que os osteoblastos, estudos indicam que receptores
nos osteoblastos, e ndo nos osteoclastos, sdo necessarios para que IL-6
induza a diferenciacéo osteoclastica (Udagawa et al., 1995). A primeira acdo da
IL-6 é, portanto, estimular os osteoblastos na producéo dos efeitos em cascata
que ativam os osteoclastos entre os quais esta RANKL. Os efeitos produzidos,
portanto, podem atuar de modo paracrino, para ativar diretamente a atividade
osteoclastica ou de modo autécrino para promover a estimulacdo de
osteoblastos na producao de fatores paracrinos que imediatamente ativem o0s
osteoclastos (Steeve et al., 2004).

TNF-a, IL-1 e IL-6 s&o citocinas pré-inflamatérias, que estimulam a
osteoclastogénese de forma sinérgica (Ragab et al.,, 2002), aumentando a
producdo de RANKL e OPG. A acdo dominante dessas citocinas resulta no
direto aumento da atividade de RANKL. Juntas, essas trés citocinas regulam
sua propria expressao, podendo agir ndo apenas por acdo sobre o estroma
celular, mas também diretamente sobre os osteoclastos e seus precursores. In
Vivo, 0s niveis de osteoclastogénese sdao modulados rapidamente, de acordo
com a soma de sinais inibitérios e de ativagdo (Steeve et al., 2004). Lam et al.,
2001, demonstraram que TNF-a age diretamente nos precursores de
osteoclastos, potenciando a osteoclastogénese induzida por RANKL, mesmo
quando em niveis baixos. Sinergisticamente TNF-a e RANKL regulam o
aumento da expressdao de RANK em animais selvagens. TNF-a também
estimula a producéo de IL-6 pelos osteoclastos e osteoblastos pela ativacao de

p38MAPK, que aumenta a transcricdo do fator NF-kappa B (Kurokouchi et al.,
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1998). Diversos estudos, entretanto, demonstraram que a TNF-a isolada e
diretamente n&o foi capaz de induzir a reabsorcdo O0ssea pelos osteoclastos
(Thomson et al., 1987; Azuma et al., 2000; Komine et al., 2001).

Osteoclastos maduros e ativados expressam altos niveis de TRAP
(fosfatase acida resistente ao tartarato), uma das principais substancias com
func@o de degradar matriz 6ssea mineralizada. Diversos estudos demonstram
que camundongos com deplecdo do gene TRAP especifico, desenvolvem
menos reabsorcdo 6ssea e podem apresentar osteopetrose (Perez-Amadio et
al.,, 2006). Desde que foi demonstrado que a enzima fosfatase acida
et al.,, 1971), TRAP foi sendo amplamente utilizada nos teste de marcacéo
celular para identificar osteoclastos e seus precursores ativados
(Schindelmeiser et al., 1989).

Um importante mediador da osteoclastogénese, que apresenta um papel
de certa forma ambiguo, é o TGF-B. Esta citocina € secretada por linfécitos T
ativados, T regulatérios e mondcitos estimulados por antigenos (Hahn &
Liewer, 2007). Quando ocorre a reabsor¢cdo da matriz 6ssea, a alta presenca
de TGF-B estimula a proliferacdo dos osteoblastos e a reposicdo de matriz
O0ssea (Martin & Sims, 2005). TGF-B controla o inicio e a resolugédo das
respostas inflamatdrias, regulando a quimiotaxia, ativacdo e sobrevivéncia de
células imunocompetentes como os linfocitos, macréfagos e granuldcitos (Li et
al., 2006). Diversos estudos comprovam que esse mediador promove a
osteoclastogénese induzida por RANKL, via ativagdo do complexo TRAF6
(Yasui et al.,, 2011). Recentemente constatou-se que o TGF- [ propicia a

osteoclastogénese, inibindo mediadores inflamatorios como IFN-y e IL-10, que
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essencialmente combatem a formacdo dos osteoclastos. Entretanto essa
mesma citocina suprime a osteoclastogénese, reduzindo a liberacdo de RANKL
pelos osteoblastos (Fox & Lovibond, 2005).

Para combater e/ou equilibrar a resposta pro-inflamatéria e 0sseo
reabsortiva, outros mediadores como a IL-4, IL-10, IFN-y e OPG séao
expressados em momentos oportunos. A OPG é uma proteina membro da
familia do receptor de TNF-a expressa pelos osteoblastos, que inibe fortemente
a reabsorcao 0ssea, ligando-se com RANKL, o que impede a ligagdo no seu
respectivo receptor (RANK) e a consequente ativacdo da dos osteoclastos. A
IL-4 € uma

citocina que, juntamente com a OPG, bloqueia o sistema RANK/RANKL,
inibindo a inflamacgéo e a osteoclastogénese (Wei et al., 2002; Bessis et al.,
1998). E altamente detectada em doencas como a artrite reumatoide sinovial,
em que inibe a expressdao de TNF-a, IL-1 (Miossec et al., 1992), IL-6 e
prostaglandina E, (PGE;) (Sugiyama et al., 1995). IL-4 ndo soé inibe alguns
mediadores pro-inflamatoérios, mas também regula a expressédo de mediadores
anti-inflamatérios, como os do receptor antagonista de IL-1, o que revela suas
habilidades anti-inflamatérias (Allen et al., 1993). Também a IL-4 reduz a
reabsorgcéo 6ssea (Miossec et al., 1994). Em sinovidcitos reumatéides diminui a
producdo de IL-6, potente ativador de osteoclastogénese (Sugiyama et al.,
1995).

Outro mediador importante no combate a reabsorcéo 0ssea é o IFN-y,
secretado pelas células T helper tipo 1, células T citotoxicas, células
dendriticas, células natural killer (NK) e contribui principalmente para a

regulacdo da resposta imune mediada pelos linfocitos T (Dunn et al., 2006).
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IFN-y também estimula macréfagos a produzir 6xido nitrico (NO) e a apresentar
antigenos, constituindo um importante mecanismo de defesa contra virus e
bactérias (Billiau et al., 1998). Age sobre o metabolismo 0sseo inibindo a
sinalizacdo de RANKL pela degradacdo de TRAF6, o que resulta na supresséo
da osteoclastogénese (Takayanagi et al., 2000; Gohda et al., 2005). Vermeire
et al. (1997) demonstraram que camundongos deficientes de IFN-y
desenvolvem mais reabsorcdo dssea num quadro de artrite induzida.
Entretanto, tal achado ndo exclui o fato de que IFN-y desenvolve fun¢bes
multiplas na regulacdo de patologias 6sseas. Em alguns momentos agudos da
resposta imune observou-se que essa molécula indiretamente estimularia a
formacdo de osteoclastos via ativacdo de células Thl (Gao et al., 2007). Pode
também induzir a expressdo de M-CSF por células do estroma da medula
Ossea e dessa forma estimular a proliferacdo de precursores osteoclasticos
(Lacey et al., 1995).

Experimentos comprovam que as células T, que por hora expressam
citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-1, indutores de RANKL, podem
também expressar citocinas que inibem RANKL, como IL-4, IL-10 e IFN-y
(Takayanagi et al., 2005).

A interleucina 10 (IL-10), também é uma citocina regulatéria do processo
inflamatorio (Hahn e Liewer, 2007), que inibe as funcbes de macréfagos e
células dendriticas e a ativacdo dos osteoclastos, como se demonstrou em
lesdes periapicais (Stashenko et al., 1998; Kawashima & Stashenko., 1999).
Tal mediador relaciona-se a sintese de colageno e proliferacdo celular,
mediando a polarizacdo dos macrofagos para o subtipo 2 ( de Oliveira Mendes

et al., 2003; Rezende et al., 2007). IL-10 inibe a osteoclastogénese RANK

30



induzida e também a cascata de sinalizagdo de célcio por RANK, ambos pela
inibicdo da transcricdo de TREM-2. Esse mecanismo diminui a ativagao de
RANKL, o que constitui uma das principais vias regulatérias da

osteoclastogénese (Park-Min et al., 2009).

Reparo das reabsorgdes radiculares

Com a reabsorcéo cervical instalada é necessario instituir uma terapia
adequada para a manutencao do elemento dental. A melhor terapéutica deve
ser precedida de um correto diagnéstico da alteracao inflamatéria, utilizando-se
exame radiogréfico convencional ou mesmo tomografias computadorizadas, a
fim de se mensurar a extensao da leséo (Patel & Dawood, 2007).

O tratamento podera ser: a exodontia, a extrusdo (a fim de se expor a
lesdo para fora dos limites 6sseos) (Fuss et al., 2003) ou a reimplantacdo do
elemento (apds curetagem do alvéolo), nos casos mais graves (Andreasen &
Hjorting-Hansen, 1966). Procura-se também recuperar o defeito preenchendo-o
com materiais restauradores definitivos, apds curetagem dos tecidos
acometidos pelo processo inflamatério (Al-Sabek et al.,, 2005; Fuss et al.,
2003). A regeneracao tecidual guiada é um procedimento cirargico periodontal
que, atraves do levantamento de um retalno mucoperiosteal, permite a
exposicao da superficie radicular, expondo o local da reabsorcédo, para a
limpeza e restauracdo do defeito radicular. Esse procedimento permite a
cicatrizagdo do tecido 0sseo adjacente (Karring et al., 1984; Nyman et al.,

1987; Fuss et al., 2003; Yilmaz et al., 2010).
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Diversos materiais sdo propostos para o selamento dessas cavidades,
esperando-se que sejam bem tolerados pelos tecidos periodontais (Al-Sabek et
al., 2005; Mehrvarzfar et al., 2010). Dentre esses, 0 Geristore® é um
restaurador hibrido, resinoso e ionomérico, cuja utilizagdo em preenchimentos
radiculares subgengivais € bem indicada. E usado em reparos cirlrgicos de
perfuracdes radiculares, como guia de regeneracdo tecidual (Abitbol et al.,
1995, 1996; Resillez-Urioste et al., 1998; Behnia et al., 2000). Analisando sua
sensibilidade & umidade, Cho et al. (1995) verificaram que o Geristore®
apresentou indicies menores que 0s cimentos convencionais de londmero de
vidro. Estevez et al. (2010) em um estudo clinico de casos de reabsorcao
cervical em incisivos centrais superiores tratados com Geristore® obtiveram
77,8% de sucesso, apis 12 meses de acompanhamento.

Outro cimento restaurador indicado na terapéutica desses casos € o
MTA (agregado de tribxido mineral), que possui diversas propriedades
favoraveis incluindo bom selamento, biocompatibilidade, efeito bactericida,
radiopacidade, habilidade de presa na presenca de sangue. E indicado para o
capeamento pulpar, a obturacdo endododntica, reparos radiculares em
condicdes cirdrgicas ou nao, também nas perfuracbes de furca (Torabinejad &
Chivian, 1999; Barbosa Silva et al., 2008; Rezende et al., 2008; Mehrvarzfar et
al., 2010; Torabinejad & Parirokh, 2010). Dentes perfurados e tratados com
MTA apresentam camadas teciduais n&o inflamatérias e menor infiltragcdo
quando comparados aos com o amalgama dental, materiais restauradores
intermediarios a base de 6xido de zinco e eugenol e o Super EBA (Torabinejad
et al., 1995; Bargholz, 2005). Quanto ao selamento marginal, Mehrvarzfar et al.

(2010) observaram valores similares, em dentes com perfuracdo de furca
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tratados com o MTA e o Geristore® que apresentaram comportamento superior
ao do amélgama.

A amelogenina também vem sendo indicada quando procura-se
paralisar e promover o reparo de reabsorc¢des invasivas, podendo associar-se a
outros materiais restauradores como os descritos anteriormente (Behnia et al.,
2000; Filippi et al., 2002) A amelogenina, o principal constituinte da matrix do
esmalte, € secretada pelos ameloblastos, tendo importante papel em sua
formacdo (Termine et al., 1980). Estudos anteriores demonstraram que a
amelogenina também é expressa no tecido periodontal (Fong & Hammarstrom,
2000). De maneira interesante foi observada uma reabsorcdo radicular
significante em camundongos geneticamente deficientes para a amelogenina,
sugerindo que essa proteina regula negativamente a reabsorcao radicular
odontoclastica (Hatakeyama et al., 2003). Além disso, a aplicacdo de
Emdogain®, fonte conhecida de amelogenina, largamente utilizado na
reparacao periodontal, inibe a reabsorcdo em modelos de estudo animal e
humano (Hamamoto et al., 2002; Barret et al., 2005; Yagi et al., 2009). Tem-se
demonstrado que a amelogenina suprime, em culturas de osteoclastos, a
formacéo e a expressdo de RANKL (Hatakeyama et al., 2006; Nishiguchi et al.,
2007). Alguns estudos comprovam que a utilizacdo de amelogenina, no
reimplante de dentes avulsionados ou em processo de anquilose, reduz o nivel
de reabsorcao perirradicular e controla a evolugcédo da anquilose (Filippi et al.,
2002; Wiegand & Attin, 2008). Apesar de serem necessarios mais estudos,
todos esses achados reforcam a hipotese de que o tratamento com
amelogenina pode prevenir a reabsorgdo Ossea/radicular e o numero de

odontoclastos, in vivo (Yagi et al., 2009).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral.

Este estudo avaliou os efeitos dos produtos clareadores dentais, peréxido
de carbamida 37 % e perborato de sbédio P.A., bem como dos agentes
reparadores MTA, Geristore® e Emdogain® sobre a ativacdo das células 6sseas
e do metabolismo deste tecido. Esta pesquisa permitiu que se
compreendessem parcialmente 0s mecanismos imunologicos envolvidos nas
reabsorcbes cervicais externas induzidas pelo clareamento enddgeno, bem
como o comportamento do tecido 6sseo a agentes utilizados no tratamento

dessas reabsorcoes.

3.2 Objetivos especificos:

3.2.1 Avaliar, por PCR em tempo real, a expresséo de TNF-aq, IL-6, IFN-y,
IL-4, RANKL pelas células 6sseas, ex vivo, na presenca dos agentes

clareadores, perdxido de carbamida 37% e perborato de sddio P.A.
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3.2.2 Avaliar, por marcacao histoquimica para TRAP (fosfatase &cida
resistente ao tartarato), a ativacdo de osteoclastos, na presenca dos
agentes clareadores, peréxido de carbamida 37% e perborato de sodio

P.A.
3.2.3 Avaliar, por PCR em tempo real, a expressédo de TNF-qa, IL-6, IFN-y,

IL-4, IL-10, TGF-B, RANKL, RANK e OPG, pelas células ésseas, ex vivo,

na presenca dos agentes de reparacdo MTA, Geristore® e Emdogain®
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4. Metodologia

4.1 Caracterizacdo do projeto:

Este foi um estudo experimental que avaliou o efeito do peréxido de
carbamida 37 % e perborato de sodio P.A. sobre o tecido 6sseo da calvaria de
camundongos, ex Vvivo, no que diz respeito a producdo de TNF-a, IL-6, IFN-y,
IL-4, RANKL, por PCR em tempo real; bem como, sobre a ativacdo das células
osteoclasticas, através da marcacado histoquimica para TRAP (Fosfatase acida
tartarato resistente). Adicionalmente este estudo avaliou também por PCR em
tempo real a expressao, ex vivo, de TNF-qa, IL-6, IFN-y, TGF-B, IL-4, IL-10,
RANKL, RANK e OPG, pelo osso da calvaria de camundongos onde foram
realizadas “feridas” dsseas e estas imediatamente foram tratadas com MTA,

Geristore® e Emdogain®.

4.2 Plano amostral

Utilizaram-se camundongos C57BL/6 para realizar ensaios em suas
calvarias, com a injecdo de agentes clareadores e tratamento com reparadores
utilizados no clareamento dental e no tratamento das reabsor¢cbes cervicais
externas, respectivamente. Os animais foram sacrificados em dois momentos

distintos, 7 e 14 dias (para os agentes clareadores) e 14 e 21 dias (para as
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substancias reparadoras), quando as calotas cranianas foram removidas,

maceradas, 0 RNA extraido e, posteriormente, a expressao génica das

citocinas foi detectada por PCR em tempo real. Nos animais em que se

inocularam o0s agentes clareadores, avaliou-se também a ativacdo de

osteoclastos pelo teste histologico para TRAP.

O estudo foi composto pelos seguintes grupos:

Agentes clareadores:

v

v

Grupo | - 7 dias (grupo controle negativo - H,O estéril);

Grupo Il - 7 dias (Peréxido de hidrogénio 20 Volumes - H,0,
20V);

Grupo lll - 7 dias (Peroxido de carbamida 37% - PC);

Grupo IV - 7 dias (Perborato de Sodio P.A + Peroxido de
hidrogénio 20 Volumes — PS + H,0, 20V )

Grupo V -14 dias (grupo controle negativo - H,O estéril);
Grupo VI — 14 dias (Per6xido de hidrogénio 20 Volumes -
H,0, 20V);

Grupo VIl — 14 dias (Peréxido de carbamida 37% - PC);
Grupo VIII — 14 dias (Perborato de Sédio P.A + Peroxido de

hidrogénio 20 Volumes — PS + H,0, 20V )

Agentes reparadores:

v

v

Grupo A -14 dias (grupo controle negativo — frasco eppendorf
cortado vazio);

Grupo B — 14 dias (MTA)
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v" Grupo C — 14 dias (Geristore®)

v' Grupo D — 14 dias (Emdogain®)

v" Grupo E -21 dias (grupo controle negativo — frasco eppendorf
cortado vazio);

v' Grupo F — 21 dias (MTA)

v" Grupo G — 21 dias (Geristore®)

v' Grupo H — 21 dias (Emdogain®)

4.3 Farmacos utilizados

Utilizou-se o Peroxido de Carbamida 37 % (FGM, Joinvile, SC, Brasil), o
perborato de sodio P.A. (Lenza Farmacéutica, Belo Horizonte, MG, Brasil), o
peroxido de hidrogénio numa concentracdo de 20 Volumes (Lenza
Farmacéutica, Belo Horizonte, MG, Brasil). O perborato de so6dio foi
manipulado com peréxido de hidrogénio 20 Volumes (1:1) a fim de formar-se
uma pasta injetavel. O Peroxido de Hidrogénio [20 V] foi testado
individualmente para avaliar seus efeitos sobre o metabolismo ésseo, uma vez
que foi utilizado como solvente do perborato de sddio. A dgua destilada estéril
foi utilizada como controle negativo.

Foram utilizados também o cimento MTA Bios® (Angelus, Londrina, PR,
Brasil), o restaurador Geristore® (Den-Mat Corporation, Santa Maria, CA) e
Emdogain® (Straumann, Suica), todos manipulados de acordo com as

instrucdes dos respectivos fabricantes em condicdes de esterilidade.
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4.4  Animais

Utilizaram-se camundongos C57BL/6 com idade entre 8 e 10 semanas
adquiridos do CEBIO (Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte, MG, Brasil). Esses animais foram mantidos em biotério
com barreiras, controle dos ciclos de luz, comida e agua ad libitum. Cada
grupo foi constituido por cinco animais para 0s experimentos com agentes
clareadores e sete animais para 0s experimentos com 0s agentes reparadores,
totalizando-se 136 camundongos. O protocolo desse experimento foi
autorizado pelo comité de ética e pesquisa em animais (CETEA — UFMG,

protocolo n°178/2007).

45 Anestesia

Todos o0s animais estiveram sob anestesia geral durante os
procedimentos operatérios. Por via intraperitoneal preparou-se uma solucéo
contendo 60mg/kg de hidroclorato de ketamina (Dopalen, Vetbrands- Diviséo
de Saude Animal, Jacarei, SP, Brasil) e 20mg/kg de xilazina (Anasedan,
Agribands do Brasil Ltda., Paulinia, SP, Brasil). Desta solucao foi administrado

um volume de 1-1,5uL/g de peso corpéreo do animal.

Fig. 01- Anestesia intraperitoneal 39



4.6 Procedimentos cirargicos utilizados na inoculacdo dos Agentes

Clareadores

Os camundongos tiveram suas cabecas raspadas na area situada entre
a linha dos olhos e das orelhas (vide figura 02), utilizando-se laminas de ago
inoxidavel (Gillete-Procter e Gamble do Brasil, Campo Alegre-RJ, Brasil). Em
seguida 40 pul dos agentes em teste foram injetados no centro da area
despelada, abaixo da pele, rompendo-se o periésteo da calvéaria. Utilizou-se
nesta etapa seringas de 1,0 ml com agulhas de 0,38 X 13 / 27,5 G (BD
PlastipaK, Sao Paulo, SP, Brasil).

No 7° e 14° dias apos as inocula¢des os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e, imediatamente apds, a regido submetida ao
tratamento foi dissecada. Utilizando-se fresa n° ¥ (KG-Sorensen, Barueri, SP,
Brasil) acoplados em peca de mao e motor elétrico (Driller, Sdo Paulo,
SP,Brazil) extraiu-se as areas de o0sso da calvaria, tendo a mesma uma area
média de 4 X 5 mm (vide figura 02). Partes das pecas cirurgicas foram
armazenadas em solucao de Trizol (GIBCO BRL Laboratories, Grand Island, N.
Y., EUA) ou fixadas em solucdo de formalina 10 % (Merck,Darmstadt,

Germany).

(A) (B)
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© (D)

(E) (F)

Fig. 02- (A-D) Acima sequéncia de preparo da calvaria até inoculagdo dos agentes
clareadores. (E-F) Abaixo dissecacdo e demarcacdo da area de extracao.

4.7 Procedimentos cirdrgicos utilizados na experimentacdo dos

Agentes reparadores.

A cabeca do camundongo foi incisada em sua linha média utilizando-se
laminas de bisturi estéril (Solidor®, Sdo Paulo, SP, Brasil). Em seguida, com
uma ponta adiamantada esférica n® 8 (KG-Sorensen, Barueri, SP, Brasil)
acoplados em peca de mao e motor elétrico (Driller, Sdo Paulo, SP,Brazil)
provocou-se uma “ferida”, rompendo-se 0 peridsteo e a cortical superficial da
calvaria. Posteriormente cada agente reparador foi inserido em frascos

eppendorf (0,5 ml) seccionados a dois milimetros de sua extremidade inferior,
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(vide figura 03), e colocados sobre a ferida 6ssea. Este procedimento permitiu
que se padronizasse a area de contato do material com o tecido 6sseo, além
de impedir o deslocamento dos materiais. Suturou-se os tecidos moles
utilizando-se fio de mononylon agulhado n° 6-0 (Ethicon — Johnson & Johnson,
Sao José dos Campos, SP, Brasil).

Ao final de 14 e 21 dias, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e a regido tratada foi dissecada. Utilizando-se fresa n° % (KG-
Sorensen, Barueri, SP, Brasil) acoplados em peca de mdo e motor elétrico
(Driller, Sdo Paulo, SP,Brazil) extraiu-se as areas de 0sso da calvaria expostas

(vide figura 04) aos agentes em teste e as armazenou em solu¢do de Trizol

(GIBCO BRL Laboratories, Grand Island, N. Y., EUA).

(A) (B)

gl W

(©) (D)
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(E)

Fig. 03- (A) Dissecacdo da cabeca; (B) “Ferida” dssea provocada; (C) Agente
reparador sendo colocado na ponta do frasco eppendorf; (D) Posicionamento sobre a
“ferida”; (E) Sutura realizada.

(B)

(©)

Fig. 04- (A) Vista poOs-cicatrizacao; (B) Abertura pos-cicatrizacao; (C) Extracao do 0sso
exposto ao agente.
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4.8 Procedimentos para anélise de PCR em Tempo Real

Extracdo do RNA

As amostras armazenadas em Trizol foram trituradas em aparelho
elétrico (IKA T10 basic — Merse — SP, Brasil) e, sequentemente, foi adicionado
200uL de cloroférmio. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 15
minutos a 12,000 x g a 4°C. A fase aquosa foi transferida para outro eppendorf,
adicionando-se 250 pL de isopropanol (Merck, Sdo Paulo). A mistura foi
incubada na estufa BOD (Q-315D, Quimis®) a 25°C, por 15 minutos e
centrifugada por 10 minutos a 12,000 x g a 4°C promovendo-se a precipitacéo
do RNA. O sobrenadante foi descartado e com 250uL de etanol 75% lavou-se
do RNA precipitado. Para se obter o pelet, vortexou-se e centrifugou-se o
eppendorf a 10,000 x g a 4°C por 15 minutos. Descartou-se o sobrenadante e
emborcando-se os eppendorfs por 15 minutos em média para o escoamento de
todo o liquido. Em seguida, adicionou-se 25uL de agua de alta qualidade
tratada com DEPC (dietil pirocarbonato, SIGMA® Chemical Co., Louis, MO,

EUA).

Quantificacdo do RNA
O mRNA de cada amostra foi quantificado duplamente em
espectofotdbmetro (Nanodrop® /ND 1000 Wilmington-Delaware, EUA) com

comprimento de onda 260/280 OD.
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Sintese do cDNA

Sintetizou-se o cDNA pela transcricdo reversa, utilizando-se 1 pg de

RNA, seguindo-se o protocolo descrito por Silva et al. (2008). As condicfes

padrao da reacao no termociclador foram:

1) 70°C por 5 min.

2) 4°C por 5 min.

3) pausa para adicdo da enzima.

4) 23°C por 5 min.
5) 37°C por 1h.

6) 90°C por 5 min.

PCR Real Time

As sequéncias de primers utilizadas para a deteccdo das citocinas

encontram-se na tabela 1:

Iniciadores Sequéncia 5’- 3’ BP

HPRT FW: GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTT 162
RV.GATTCAACTTGCGCTCATCTTAGGC

TNF- a FW: ATCTTCTCAAAATTCGAGTGACCA 171

RV: TGGAGTAGACAAGGTACAACCC
RANK FW: GTCTTCTGGAACCA TCTTCTCC 136
RV: CACAGACAAATGCAAACCTTG

RANKL FW: CATCCCATCGGGTTCCCATAA 103

RV: CCTTAGTTTTCCGTTGCTTAACGAC
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OPG FW: TCAAGTGCTTGAGGGCATAC 225

RV: TGGAGATCGAATTCTGCTTG

IFN-y FW: CAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA 90

RV: TGGCTCTGCAGGATTTTCATG

TGF-B FW: TGACGTCACTGGAGTTGTACG 169

RV: GGTTCATGTCATGGATGGTGC

IL-10 FW: GGTTGCCAAGCCTTATCGGA 190

RV: ACCTGCTCCACTGCCTTGCT

IL-4 FW: ACAGGAGAAGGGACGCCAT 94

RV: GAAGCCCTACAGACGAGCTCA

IL-6 FW: GGTTGCCAAGCCTTATCGGA 190

RV: ACCTGCTCCACTGCCTTGCT

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se
o Step One Real-time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), empregando-se o SYBR-Green detection system (Applied
Biosystems). O gene hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT) foi
amplificado e utilizado para normalizar os niveis de expressdo do mRNA.
Todas as amostras foram corridas em duplicata em um volume de reacédo de
20 pl com 1 ug do cDNA. Utilizou-se o Sequence Detection Software version
v 2.0 (Applied Biosystems) na analise dos dados apo6s a amplificacdo. Os
resultados foram obtidos como valores do limiar do ciclo (threshold cycle -
Ct), que representa quantas vezes cada sinal de fluorescéncia passa por um
limiar fixo. Os niveis de expressdo foram calculados pelo método do AACt.
Os valores de Ct sdo a média de duas medidas independentes, e 0s niveis

de expressdo do mRNA das amostras sdo a razdo entre a expressao do
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gene de interesse e 0 HPRT. Todos os dados foram analisados utilizando-se
0 SPSS statistical program (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Os resultados de
expressao génica nos grupos experimentais sdo apresentados em razdo do
resultado observado no grupo controle negativo: devendo-se, assim,
considerarem-se como indugdo, os valores de expressdao maiores e

diferentes de um e como inibicdo, os valores menores e diferentes de um.

4.9 Analise Histoldgica (experimento com agentes clareadores)

As amostras, apos fixadas, foram descalcificadas em solugdo de EDTA a
10% (Merck,Darmstadt, Germany), durante 7 dias. Apds inclusdo e
seccionamento dos cortes, realizou-se coloracfes pela técnica da Hematoxilina
e Eosina a fim de padronizar a presenca de osteoclastos nos cortes. A analise
da atividade da fosfatase &acida tartarato-resistente (TRAP), foi detectada
utilizando-se o kit para fosfatase acida especifica para leucécitos (Sigma
Aldrich, St.Louis, MO, USA). Os cortes foram corados com a solugéo de TRAP
durante uma hora, a 37°C e, em seguida, contra coradas com hematoxilina tipo
Mayer's. Foram contados os campos sobre a superficie 0ssea dentro da area
reabsorvida, além de um campo anterior e outro posterior a esta. As células
multinucleadas apresentando coloracdo entre o vermelho escuro e o roxo,

foram consideradas TRAP positivas.
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4.10 Anélise estatistica

Todos os dados obtidos foram analisados utilizando-se o SPSS
statistical program (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Neste foram analisados
pelos métodos ndo paramétrico de Mann-Whitney e Kruskal Wallis e pela
andlise de variancia (Two way - ANOVA). Os resultados foram considerados

significativos, quando p<0,05.
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5. Resultados

5.1 Agentes clareadores

Avaliou-se, neste estudo, a atividade das células 6sseas em resposta a
inoculacdo das substancias clareadoras peréxido de carbamida 37% (PC) e
perborato de sddio P.A. + perédxido de hidrogénio 20 volumes (PS + H,0, 20 V)
no 0sso da calvaria de camundongos. Avaliou-se também a atividade, induzida
pela administracao do peréxido de hidrogénio 20 volumes (H,O, 20V). Para tal,
utilizou-se o método de marcacédo histoquimica sobre a enzima fosfatase acida
resistente ao tartarato (TRAP) no 7° e 14° dias apOs a inoculacdo dos
respectivos agentes clareadores. Inoculou-se agua destilada estéril nos
camundongos que compuseram 0 grupo controle negativo.

No sétimo dia apés a inoculacao, o PS + H,0, 20 V bem como o H,0,
20V induziram um maior nimero de células TRAP+. Neste mesmo momento,
apesar do PC ter induzido uma menor ativacdo de osteoclastos, este agente
estimulou uma contagem celular aproximadamente seis vezes maior do que o
grupo tratado com agua destilada (p<0,05). No 14° dia, verificou-se um
significativo aumento da ativacdo celular no grupo inoculado com PC e, uma
significante queda na contagem de células TRAP+ nos animais inoculados com
PS + H,0O, 20 V (Figura 05). Por sua vez, neste mesmo periodo, ndo se
alteraram o numero de células TRAP+ no grupo com H,O, 20V (p<0,05).

Utilizando-se 0s mesmos agentes clareadores, em outra etapa

experimental realizada nas mesmas condicbes de inoculacdo e tempo
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anteriormente descritas, avaliou-se a expresséo génica das citocinas RANKL,

TNF-a, IL-6, INF-y e IL-4 por meio do PCR em tempo real. Observou-se que a

expressdo de mRNA do RANKL em resposta ao H,0, 20V, bem como ao PC,

foi similar nos dois momentos avaliados (p>0,05). Por sua vez, observou-se

uma expressao significativamente maior no 7° em relagao ao 14° dia, no grupo

tratado com o PS + H,0, 20 V (p<0,05) (Figura 06). Ao se comparar 0S grupos

entre si, observou-se que a expressao do RANKL no 7° dia foi estatisticamente

significante no grupo tratado com PS + H,0O, 20 V em relagcdo aos dois outros

grupos (p<0,05). No 14° dia, contudo, o PS + H,O;, 20 V induziu uma menor

expressao de RANKL em relagdo demais agentes (p<0,05).
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Fig.05 - Numero de células TRAP positivas. ¥, °, §, #, + indicam resultados estatisticamente

diferentes (p<0,05).
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Fig.06 - Expressdo do mRNA de RANKL. * indica resultados estatisticamente diferentes
(p<0,05).

No 7° dia, a expressao génica de TNF-a em resposta ao PS + H,0, 20 V
e a H,O, 20 V foi menor do que aquela nos grupos tratados com PC. No 14°
dia, ambos PS + H,O, 20 V e a H;O, 20 V induziram um aumento na
expressdo de TNF-a, com destaque para o H;O, 20 V que foi
aproximadamente trinta vezes maior que aquela observada no 7° dia. Quanto
ao PC observou uma reducao na expressao de TNF-a no 14° em relagédo ao 7°

dia(p<0,05) (Figura 07).
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Fig.07 - Expressdo do mRNA de TNF-a. * indica resultados estatisticamente diferentes

(p<0,05).
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Todos os agentes avaliados induziram aumento da expresséao de IL-6
quando comparados os dois periodos de avaliagdo (14° e 7° dias) (p<0,05),
com destaque para alta inducdo estimulada pelo PC. Observou-se também,
que a inducao do mRNA de IL-6 promovida pelo PC foi estatisticamente maior
gue aquelas promovidas pelos H,0, 20 V e PS + de H,0, 20V (p<0,05). Estes
dois ultimos agentes clareadores, em ambos 0s tempos, induziram expressées

semelhantes IL-6 (Figura 08).
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Fig.08 - Expressdo do mRNA de IL-6. * indica resultados estatisticamente diferentes
(p<0,05).

A inducéo da expressao génica de IFN-y foi estatisticamente maior no
14° em relacdo ao 7° dia para todos os agentes avaliados (p<0,05), com

destaque mais uma vez para a acdo do PC, que elevou esta expressao em

aproximadamente vinte vezes (Figura 09).
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Fig.09 - Expressé@o do mRNA de IFN-y. * indica resultados estatisticamente diferentes
(p<0,05).

Observou-se no 7° dia apés a inoculacao que o grupo tratado com PC foi
aguele no houve a maior expressao do mRNA de IL-4, aproximadamente duas
vezes maior que a expressao induzida pelos dois outros agentes. Ao se
comparar os dois periodos de avaliagdo, observou-se que apenas 0S animais
tratados com a H;O, 20 V apresentaram um aumento estatisticamente

significativo quanto a expressdo do mRNA de IL-4 (p<0,05) (Figura 10).
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Fig.10 - Expressdo do mRNA de IL-4. * indica resultados estatisticamente diferentes
(p<0,05).
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Finalmente, sintetizamos os resultados na tabela 1, onde se torna claro
os efeitos de cada agente clareador sobre a expresséo das diversas citocinas,

nos dois tempos avaliados (7° e 14° dias).

Agentes Clareadores X Expresséao de Citocinas

H,0, 20V PS+H,0, 20V

Efeito
sobrea . - . - . -
expressﬁo 7° dia 14° dia 7° dia 14° dia 7° dia 14° dia
de:
RANKL Induz* Induz# Induz*° Induz#§ Induz® Induz§
(240) (233) (953) (218) (226) (228)
TNF-a Induz*¥ Induz#§ Induz® Induz# Induz*°¥ Induz§
(23,4) (9 132) (9 5,2) (9 17,4) (946) (919)
IL-6 N Altera Induz#§ N Altera Induz#® Induz Induz§°®
(9 4,4) (9 3,1) (91,8) (212)
IFN-y N Altera Induz*# N Altera Induz*§ | NAltera | Induz#§
(9 6,9) (9 2,75) (921,7)
IL-4 N Altera Induz* N Altera N Altera Induz Induz*
(9 26) (93,2) (91,7)

Tabela 01- Efeito dos agentes clareadores sobre a expresséo das citocinas. Os resultados
de inducdo destacados em vermelho indicam diferenga estatistica entre 7° e 14° dias
(p<0,05). *, #, °, 8, ¥, indicam diferencas estatisticas na comparagdo entre os agentes
(p<0,05).

5.2 Agentes reparadores

Utilizando-se agentes reparadores comumente selecionados para o
tratamento de reabsorcdes cervicais inflamatérias induzidas por agentes
clareadores, avaliou-se a expressao génica das citocinas RANKL, TNF-a, IL-6,
INF-y e IL-4, por meio do PCR em tempo real. Os agentes reparadores
selecionados foram o MTA, o Geristore® e 0 Emdogain®, que foram aplicados

em “feridas” cirurgicas realizadas na calvaria de camundongos. As analises
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foram procedidas em dois diferentes periodos: 14° e 21° dias ap0s a aplicacao
dos respectivos agentes reparadores.

Observou-se que a expressdo do mRNA de RANKL, RANK e OPG foi
estatisticamente aumentada (p<0,05) do 14° para o 21° dia quando se aplicou
os agentes reparadores Emdogain® e MTA. Por outro lado o Geristore® néo

alterou a expressao basal destes mediadores no mesmo periodo de avaliagao.
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Fig.11 - Expressdo do mRNA de RANKL. *, A, 1, 2 indicam resultados
estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Fig.12 - Expressdo do mRNA de RANK. * A, 1, 2 indicam resultados
estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Fig.13 - Expresséo do mMRNA de OPG. * A indicam resultados
estatisticamente diferentes (p<0,05).

No que diz respeito a expressdao do mRNA de TNF-a, observou-se que o
Emdogain® estatisticamente aumentou sua expressdo (p<0,05), do 14° para
0 21° dia, e que o MTA néo alterou a expressao basal dessa citocina. Por
sua vez, verificou-se que a elevada expressdo estimulada pelo Geristore® no

14° dia, estatisticamente reduzia no 21° dia (p<0,05) (Figura 13).
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Fig.14 - Expressdo do mRNA de TNF-a. *, A, 1, 2 indicam resultados
estatisticamente diferentes (p<0,05).

As expressdes do mRNAs de IL-6, das citocinas reguladoras TGF-$ e IL-10,

da citocina do tipo 2, IL-4 e do IFN-y, foram estatisticamente aumentadas pelos
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agentes Emdogain® e MTA do 14° para o 21° dia. Por sua vez, o Geristore®
estatisticamente reduziu a expressdo da IL-6, do TGF-B e da IL-4 (p<0,05),
enquanto manteve os niveis basais da IL-10 e do IFN-y nos mesmos periodos

(Figuras 13, 14, 15, 17, 18 e 19).
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Fig.15 - Expressdo do mRNA de IL-6. *, A, 1, 2 indicam resultados
estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Fig.16 - Expressdo do mRNA de TGF-B. *, A, 1, 2 indicam resultados
estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Fig.17 - Expressdo do mRNA de IL-10. *, A, 1, 2 indicam resultados
estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Fig.18 - Expressdo do mRNA de IL-4. *, A, 1, 2 indicam resultados
estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Fig.19 - Expressdo do mRNA de IFN-y. * A indicam resultados
estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Na tabela 2, sintetizamos os resultados, onde se torna claro os efeitos de
cada agente reparador sobre a expressao das diferentes citocinas, nos dois

tempos avaliados (14° e 21° dias).

Agentes Reparadores X Expressao de Citocinas

in®
Emdogain MTA Geristore®
Efeito sobre
a expressio 14° dia 21° dia 14° dia 21° dia 14° dia 21° dia
de:
RANKL Suprime Induz* N Altera Induz* Suprime Suprime
(21,6) (28,25)
RANK Suprime Induz* Suprime Induz* N Altera | N Altera
(97,8) (224,8)
OPG Suprime Induz* Suprime Induz* N Altera N Altera
(93,3) (922,8)
TNE-a N Altera Induz* N Altera N Altera Induz Induz*
(28,3) (931,4) (23,2)
IL-6 Suprime Induz* N Altera Induz* Induz Suprime
(24,9) (922,2) (92,7)
IL-10 Suprime N Altera N Altera Induz N Altera | NAltera
(23,7)
IFN-y Suprime Induz* N Altera Induz* N Altera | Suprime
(24,9) (219,2)
IL-4 Suprime Induz* Suprime Induz* Induz Suprime
(21,9) (915,1) (92,5)
TGF-B Suprime Induz* Suprime Induz* N Altera Suprime
(23,9) (21,5)

Tabela 02- Efeito dos agentes reparadores sobre a expressdo das citocinas. Os resultados
de inducdo destacados em vermelho indicam diferenca estatistica entre 7° e 14° dias
(p<0,05). * indica diferencas estatisticas na comparacéo entre os agentes (p<0,05).
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6. Discussao

Durante anos buscaram-se materiais que apresentassem baixos efeitos
colaterais sobre os tecidos adjacentes, e que promovessem o clareamento dos
dentes que apresentam alteracdo cromatica. A estética dental hoje atinge
niveis de preocupacdo e sofisticacdo que ndo deixam duvida a respeito da
importancia desses procedimentos. Embora eficientes quanto ao aspecto
estético, as técnicas de clareamento ainda apresentam graus variaveis de
toxicidade e muitas vezes levam ao desenvolvimento de reabsorcao cervical
inflamatoria. Diante dos poucos trabalhos com foco nas respostas imunolégicas
envolvidas na evolucdo e regressao desta patologia, avaliamos, neste estudo,
os efeitos da aplicacdo de agentes clareadores tradicionalmente utilizados na
clinica, bem como os de agentes reparadores utilizados no tratamento destas
alteracdes sobre tais respostas.

Neste estudo utilizou-se, para a inducdo de reabsorcao 6ssea, o0 modelo
de inoculacdo subperiosteal sobre a calvaria de camundongos, descrito por
Chiang et al., (1999). Esse modelo possibilitou o estudo das alteracbes
inflamatorias induzidas pelos agentes clareadores enddgenos no tecido 6sseo.
Sua utilizacdo para esse fim é inédita, o que de certa forma dificulta a
formulacdo de uma discussdo comparativa.

Os osteoclastos ativados expressam a TRAP (Fosfatase acida resistente
aos tartarato), que é uma enzima que degrada o tecido 06sseo e seus

constituintes (Zaidi et al., 1989; Moonga et al., 1990). Essa fosfatase acida
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resiste & inibicdo pelo tartarato. Sua marcacdo em cortes histologicos é
realizada para se determinar a presenca de osteoclastos ativados e seus
precursores (Hayman et al.,, 2001). Neste estudo, para se padronizar a
presenca de osteoclastos nos cortes histolégicos, primeiramente eles foram
corados com Hematoxilina-Eosina, permitindo que se visualizassem
microscopicamente as areas de reabsorcdo 0ssea, confirmando-se a presenca
dos osteoclastos. Apds esse procedimento, cinco cortes sucessivos foram
corados para TRAP, selecionando-se 0 mais central para contagem.
Consideraram-se todos os campos dentro da area de reabsor¢do, além de um
campo anterior e um posterior.

Observou-se que todas as substancias clareadoras aplicadas sobre a
calvaria dos camundongos induziram a presenca de osteoclastos TRAP+ em
maiores propor¢cdes que quando se aplicou agua destilada. O perborato de
sédio associado ao peroxido de hidrogénio 20V (PS+ H,0, 20V) e peroxido de
hidrogénio 20V (H,O, 20V) induziram de maneira semelhante a diferenciagéo
de osteoclastos TRAP+ ap0s sete dias de sua inoculacdo, o que sugere que
tais efeitos se deve ao H,O, 20V. Nesse mesmo periodo, o perdxido de
carbamida 37% (PC) induziu um nimero menor de células TRAP+ que os dois
agentes descritos anteriormente. Contudo, no 14° dia, observou-se uma
reducdo do numero de células TRAP+ no grupo tratado com a associacéo (PS+
H,O, 20V) e maior marcacdo TRAP+ no grupo tratado com o peroxido de
carbamida. Tal fato sugere que os efeitos do peréxido de carbamida 37% sobre
a diferenciacdo de osteoclastos ocorre mais tardiamente que o promovido pelo
perborato de sbédio associado ao peroxido de hidrogénio 20V e pelo peroxido

de hidrogénio 20V. No 14° dia observou-se, também que o PS+H,0O, 20V
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reduziu a ativagcdo dos osteoclastos enquanto o H,O, 20V manteve o alto
namero de osteoclastos ativos, sugerindo que o H,O, 20V utilizado nessa
associacao foi consumido ou neutralizado pelo PS. Sabe-se que a quebra do
perborato de sédio se da de forma lenta, podendo assim influir na liberacéo de
peréxido de hidrogénio também (Rotstein et al. 1993). De acordo com o0s
resultados deste estudo, Baek et al. (2010) também observaram uma relacéo
dose-efeito entre a administracdo de peroxido de hidrogénio e o niumero de
células TRAP+, em culturas de células mononucleares de médula.

Apds a observacdo de que os agentes clareadores eram capazes de
induzir a diferenciacdo de osteoclastos (TRAP+), este estudo avaliou a
expressdo de citocinas, por PCR em tempo real, nos tecidos adjacentes.
RANKL €é um mediador com acdo chave na osteoclastogénese,
especificamente na ativacdo dos osteoclastos (Teitelbaum et al.,, 2003).
Curiosamente, neste estudo, a expressao génica de RANKL correlacionou-se
com a obtida na marcagao para TRAP, quanto aos agentes: PS+H,0, 20V e
H,O, 20V. Destaca-se que a alta expressdo dessa citocina induzida por
PS+H,0, 20V, no sétimo dia, e a grande queda, obervada no 14° dia,
coincidem com a marcagao de osteoclastos TRAP+, encontrado previamente.
Nesse aspecto, Pi et al. (2007) demonstraram uma correlagéo positiva entre a
expressdo de RANKL e a administragdo de H,O,. Possivelmente a alta
disponibilidade de peroxido de hidrogénio (7° dia) na associagao PS+H,0, 20V
foi responsavel tanto pela elevada expressédo génica de RANKL, quanto pela
alta diferenciacdo de células TRAP+ no mesmo periodo. A elevada expresséo

génica dessa citocina parece ter sido causada pela acao direta do H,O, 20V
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em associacdo ao PS, pois ela ndo se correlacionou com a expressao das
outras citocinas pro-inflamatorias e osteoclastogénicas, TNF-a e IL-6.

O TNF-a é uma citocina multifuncional produzida por macrofagos ativados
durante a inflamacéo (Ragab et al., 2002, Steve et al., 2004). E considerada
uma das principais citocinas osteoclastogénicas (Zou et al., 2001). No presente
estudo, sua expressao génica, no 7° dia, induzida pelo PS+H,0, 20V e H,0,
20V, foi menor do que a dos grupos tratados com PC. Contudo, tal resultado se
inverte tardiamente, destacando-se a alta expressdao de mRNA de TNF-a nos
animais inoculados com H,0, 20 V, no 14° dia, o que demonstra o alto poder
citotéxico do H,0O, 20 V. Clinicamente, observou-se que os camundongos que
receberam inoculagbes com H,0, 35% (aproximadamente 6 X mais
concentrado que o H;O, 20 V) tiveram morte instantdnea. Olhados esses
resultados em conjunto, infere-se que a alta indugcdo de TNF-a seria a
responsavel pelo quadro de choque séptico que levaria a Obito aqueles
animais, como previamente demonstraram (Bhola et al., 2000; Lomas-Neira et
al.,, 2012). Assim os resultados observados neste estudo devem ser
considerados durante os procedimentos clinicos, uma vez que o peroxido de
hidrogénio parece permanecer atuando tardiamente nos tecidos. A
administracdo direta ou a liberacdo rapida do mesmo nos tecidos, portanto,
deve ser evitada.

A IL-6 € uma citocina com importante funcdo na estimulacdo de
progenitores mesenquimais da linhagem osteoblastica, além de ser potente
inibidor da apoptose celular (Ragab et al., 2002; Steve et al., 2004). Ao agir
diretamente sobre a osteoclastogénese promove a reabsorcdo Ossea.

Mecanismos de ativacdo indireta, aos quais RANKL participa, também sao
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associados a IL-6 (Steeve et al., 2004). Observou-se neste estudo que a
expressdo do mRNA de IL-6 foi induzida por todos agentes ap6s o0 14° dia de
inoculagcdo, com destaque para a promovida pelo PC. Este resultado
correlaciona-se com 0 aumento da ativagdo osteoclastica observada no teste
de marcacao para TRAP, no mesmo periodo.

Enquanto os mediadores RANKL, TNF-a e IL-6 se inter-relacionam,
coordenando positivamente a osteoclastogénese, o IFN-y age de maneira
inversa. O IFN-y, principalmente aquele originado das células T, inibe a
sinalizacdo de RANKL, suprimindo a osteoclastogénese (Takayanagi et al.,
2000; 2005). A inducdo da expressao génica de IFN-y foi estatisticamente
maior no 14° que no 7° dia, para todos os agentes avaliados (p<0,05), com
destaque para a alta inducdo promovida pelo PC. Provavelmente essa alta
expressao, foi um mecanismo de “feedback negativo”, que buscou equilibrar os
efeitos pro-osteoclastogénicos induzidos por aquele agente, tal qual
demonstraram anteriormente (Takayanagi et al.,, 2005; Zheng et al., 2006).
Esse resultado também é corroborado pela reducdo do numero de células
TRAP+, no mesmo periodo, em resposta ao tratamento com PS+H,0, 20V. Por
outro lado, Saidenberg-Kermanac’h et al. (2004) sugeriram que o0 IFN-y,
isoladamente, nédo seria capaz de inibir os moduladores pro-
osteoclastogénicos.

A inibicdo da osteoclastogénese pode também ser mediada pela acao da
IL-4. Esta citocina inibe a expressédo de: TNF-a, IL-1, IL-6, IL-11 e bloqueia a
via RANK/RANKL (Taki et al., 2000; Wei et al.,, 2002; Cheng et al., 2011).
Saidenberg-Kermanac’h et al.(2004) demonstraram que a IL-4 induz e age

sinergisticamente com a OPG (osteoprotegerina), prevenindo a perda éssea,
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além de estimular a secrecdo de IFN-y. De forma interessante, observou-se
que a inoculacédo de H,O, 20V, induziu uma alta expressao génica de IL-4 no
14° dia, correlacionada a uma alta expressdo de mRNA das demais citocinas
pro-inflamatodrias, RANKL, TNF-a e IL-6, no mesmo periodo. Provavelmente
essa alta expressdo foi um mecanismo compensatorio para equilibrar a alta
resposta pro-inflamatoéria induzida pelo H,O, 20V. Os demais agentes,
PS+H,0, 20V e PC, induziram respectivamente, niveis basais e discreta
expressao génica dessa citocina.

Pbéde-se observar que a expressao de mRNA de mediadores pro-
inflamatorios e pré-osteoclastogénicos, em resposta a inoculacéo de H,0, 20V,
foi condizente com a alta ativacdo de osteoclastos (TRAP+). Apesar do H,0;
ndo ser utilizado isoladamente como clareador end6geno nesta concentracdo
(20 Volumes), sua inclusdo no modelo de estudo foi necessaria, porque o
mesmo foi associado ao PS (perborato de sédio) para sua solubilizacao,
conforme procedimento clinico padrdo. Mesmo sendo essa associacdo
(PS+H,0, 20V) descrita como uma técnica para o clareamento intracoronario,
inicialmente desejavamos analisar os efeitos isolados do PS e, para tal
procuramos dissolvé-lo em &gua destilada. Essa mistura, porém, nao
apresentou a consisténcia que possibilitasse sua inoculagdo na calvaria dos
camundongos por meio de canulas e seringas. Pode-se observar (Tabela 1)
que os efeitos do H,O, 20V se assemelharam aqueles do PS+H,0, 20V na
expressdo das citocinas avaliadas, no 7° e 14° dias. A Unica excesséo
percebida, se relaciona a expressédo da IL-4 no 14° dia, onde o primeiro a
induziu e o segundo ndo a alterou. A menor expressdo de mMRNA das

diferentes citocinas quanto induzidas pelo PS+H,0, 20V em relacdo ao H,0;
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20V, talvez se relacione ao observado por Lee et al. (2004). Eles
demonstraram que a concentracdo de H>O, no meio extra-celular de dentes
tratados com a mistura de perborato de sddio (PS) e agua é significantemente
menor que no grupo de dentes tratados com a H,O, 35 %. Estando o peréxido
de hidrogénio em menor quantidade na associa¢cao do que quando isolado, o
perborato de sddio dominaria, num segundo momento a ativacao celular. Ja foi
relatado ao longo deste estudo que o perborato de sodio ao se degradar
promove uma liberacdo mais lenta de perdxido de hidrogénio (H,05).
Finalmente, com relacdo ao PC (Tabela 1) observa-se que esse agente
induziu a expressao de todas as citocinas avaliadas, nos dois periodos, com
excessao do IFN-y no 7° dia. Segundo Lee et al., (2004), ambos os
clareadores, PC e PS, promovem uma liberacdo semelhate de peréxido de
hidrogénio. Por outro lado, o peréxido de carbamida a 37% gera
aproximadamente 12% de peroxido de hidrogénio (Cooper et al., 1992) e essa
concentracdo é maior do que a alcancada com o H,O, 20V, aproximadamente

6% de peroxido de hidrogénio.

Agentes reparadores
Reabsorcbes externas inflamatérias sdo quadros degenerativos que
muitas vezes podem propiciar a perda do elemento dental. A associacao de
cirurgias periodontais a agentes reparadores é muitas vezes uma interessante
opcdo na busca da manutencdo do elemento dental acometido por esta
patologia. Foram testados, neste estudo, trés agentes comumente indicados no

tratamento destas alteracdes: 0 Emdogain®, o MTA e o Geristore®.
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Utilizou-se o mesmo modelo animal na avaliagdo dos agentes
clareadores, com modificacdes e inovacdes. Apds a exposicdo cirdrgica do
tecido 6sseo e a remocao de sua cortical, os agentes reparadores foram ali
colocados. Para a padronizacdo da quantidade e retencdo dos agentes
reparadores na loja cirdrgica, utilizou-se a extremidade de frascos eppendorf
(0,5 ml), seccionadas, com dois milimetros de altura que, posteriormente,
foram preenchidas com os respectivos materiais. Apds sua colocacgdo na loja
cirirgica, os tecidos foram reposicionados e suturados. Nos periodos
avaliados (14° e 21° dias), os animais foram sacrificados e as expressoes
génicas das citocinas RANKL, TNF-q, IL-6, INF-y e IL-4, foram determinadas
por meio do PCR em tempo real.

RANK/RANKL/OPG constituem uma entidade composta por trés
citocinas que regulam a patofisiologia 6ssea. A ligacdo entre RANK e RANKL
determina a diferenciacéo e ativacado osteoclastica. De maneira oposta, a OPG,
sintetizada principalmente pelos osteoblastos, inibe a osteoclastogénese ao
competir com RANK pela ligacdo ao RANKL (Stejskal et al., 2001; Boyle et al.,
2003; Teitelbaum et al., 2003). Neste estudo, observou-se que 0s agentes
Emdogain® e MTA induziram um aumento maior na expressdo génica de
RANKL, RANK e OPG, no 21° dia, ao se comparar com 0s resultados obtidos
no 14° dia. Provavelmente essa maior expressédo de OPG, tardiamente, teria o
objetivo de regular a atividade osteoclastogénica promovida pela ligacao
RANK/RANKL. Com relagdo ao MTA, os resultados deste estudo estdo de
acordo com os relatos de Hashiguchi et al. (2011). Eles observaram que o MTA
nao inibe a osteoclastogénese mediada por RANKL, mas, aparentemente, a

regula, via inducdo da expressdo de OPG. Resultados similares foram
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descritos por Riksen et al. (2011), que relataram altos niveis de mRNA de
RANKL em culturas de osteoblastos na presenca de fracées de matrix derivada
do esmalte. Nishiguchi et al. (2007) descreveram, porém, uma reducdo nos
niveis de expressdo de RANKL em culturas de osteoblastos da calvaria de
camundongos, quando na presenca de amelogenina. Outros estudos também
apresentaram indicios dessa regulacdo negativa (Hatakeyama et al., 2003,
2006). Cabe ressaltar, contudo que, embora aumentados os niveis de mMRNA
de RANK/RANKL/OPG frente ao Emdogain®, os mesmos foram
significantemente menores, comparativamente, aos determinados pelo MTA. O
Geristore®, por sua vez, suprimiu ou induziu a expressdo basal desses

mediadores, nos dois periodos avaliados.

A expressdao de mRNA de TNF-a, que possui importante papel pro-
inflamatério e pré-osteoclastogénico, ndo foi induzida pelo MTA nos dois
periodos avaliados. Esse achado esta de acordo com os resultados descritos
por Rezende et al. (2008), que observaram a néo interferéncia do MTA na
producdo de TNF-a, em culturas de células T de memodria, expostas a
antigenos bacterianos. Da mesma maneira Barbosa et al. (2008) verificaram a
nao interferéncia na expressdao de mRNA de TNF-a, apds a aplicacdo de MTA
sobre perfuracdes experimentais de furcas. O Emdogain® e o Geristore®,
entretanto, induziram a expresséo de TNF-a de maneira inversa: enquanto o
primeiro a exacerbou no 21° dia, o segundo a aumentou no 14° dia. Essa alta
expressdo de TNF-a promovida pelo Geristore® demonstra que esse material
induz uma aguda e exarcebada resposta inflamatoria inicial. A expresséo de
mRNA de TNF-a em resposta ao Emdogain® correlaciona-se com aquela

observada para a triade RANK/RANKL/OPG.
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Como ja mencionado anteriormente, a IL-6 regula positivamente a
reabsorcdo Ossea e induz a sintese de TNF-a (Steeve et al.,, 2004). Neste
estudo observou-se que o MTA induziu um aumento significativo da expressao
da IL-6, do 14° para o 21° dia, de acordo com o observado por Koh et al.
(1997), que visualizaram um aumento na producdo de IL-6, em culturas de
osteoblastos, na presenca do MTA. Outros estudos relataram resultados
similares em culturas de células recuperadas de osteossarcomas humanos
tratadas com MTA (Koh et al. 1998; Mitchell et al. 1999). Tal achado, se
correlacionado ao aumento de expressdao de RANK/RANKL, nos permitiria
inferir que a IL-6 mediaria essa estimulagcédo, por uma via independente de
TNF-a. Com relagdo ao Emdogain®, observou-se um aumento na expresséo da
IL-6, entre os dois periodos avaliados. Tal aumento, contudo, foi bem menor
que aquele em resposta ao MTA. Por sua vez, a expressdo da IL-6, em
resposta ao Geristore®, foi pequena no 14° dia e suprimida no 21° dia.
Similarmente, Krifka et al. (2010) constataram a reducéo da sintese de IL-6 em
sobrenadantes de culturas de macrofagos expostos ao trietileno-glicol-
dimetacrilato (TEGDMA), um dos constituintes do Geristore®.

Mediadores como a citocina regulatéria IL-10, a citonina do tipo 2, IL-4, e
o IFN-y medeiam ag¢des que procuram controlar a reabsorcdo 6ssea. A IL-10
diminui a expressdo de RANKL, uma das principais citocinas regulatérias da
osteoclastogénese (Park-Min et al., 2009). Constitui também uma das vias
indutoras da sintese de colageno e proliferacdo celular, mediando a
polarizagdo dos macrofagos para o subtipo 2 (de Oliveira Mendes et al., 2003).
O aumento de expresséao de IL-4, in vivo: previne a erosao 0ssea, em modelos

animais experimentais de artrite inflamatéria (Lubberts et al., 2000; Woods et
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al., 2001; Saidenberg-Kermanach et al., 2004); inibe as acdes e sintese das
citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-6 (Sugiyma et al., 1995; Wei et al., 2005);
e, adicionalmente, induz a expressao de OPG, que antagoniza a ligacao de
RANKL com o seu receptor (Saidenberg-Kermanach et al., 2004). O IFN-y atua
sobre 0 metabolismo 6sseo inibindo a sinalizacdo de RANKL pela degradacao
de TRAF6, o que resulta na supressao da osteoclastogénese (Takayanagi et
al., 2000; 2005). Neste estudo, o tratamento com o MTA e o Emdogain® levou
ao aumento longitudinal da expressédo destes trés mediadores. Ressalva-se,
nessa observacdo, que a expressdo de IL-10 ao Emdogain® apesar de
aumentada, manteve-se em niveis basais. Nossos resultados estdo de acordo
com os de Huang et al.(2004), que verificaram o aumento na producao de IL-10
e IL-4 em culturas de células de osteossarcoma humano, na presenca de MTA.
O aumento na sintese de IFN-y, em resposta ao MTA, foi também demonstrado
por Rezende et al.(2008), em culturas de linfocitos T. Existem evidéncias de
que a acdo da amelogenina (Emdogain®) sobre o tecido 6sseo apresenta um
carater anti-inflamatoério, bem como anti-osteoclastogénico (Hatakeyama et al.,
2003, 2006; Grayson et al., 2006) . No presente estudo a alta expressao
detectada de IL-4 e IFN-y, em resposta ao Emdogain®, reforcam esses indicios.
No que se refere ao Geristore®, observou-se uma pequena regulacdo positiva
da IL-4, no 14° dia, correlacionada com uma alta expressdao de TNF-q,
observada no mesmo periodo.

O TGF-B é considerado um importante regulador da atividade de
osteoblastos e osteoclastos (Centrella et al., 1991): participa dos ciclos de
reabsorcdo e remodelacdo 6ssea (Martim & Sims, 2005). Pode propiciar

diretamente a diferenciacdo de osteoclastos pela supressdo de mediadores
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inflamatoérios como o IFN-y e a IL-10. Por outro lado, o TGF-B inibe a
osteoclastogénese, limitando a disponibilizacdo de RANKL via indugéo de
OPG. Adicionalmente, essa citocina tem papel importante nos processos
cicatriciais, induzindo a expressao de proteinas de reparo (Fox & Lovibond
2005). Neste estudo, o MTA e o Emdogain® propiciaram o aumento da
expressdo de TGF-B, no 21°. Este achado correlaciona-se positivamente com
a alta expressao das citocinas anti-osteoclastogénicas, IL-4, IFN-y, OPG e IL-
10 (MTA). De acordo com esse resultado, Guven et al. (2007) e Fayazi et al.
(2011), respectivamente, em culturas de células do tecido gengival e no
ligamento periodontal, observaram um aumento na produgdo de TGF-B, na
presenca de MTA. Grayson et al. (2006), na presenca de amelogenina,
encontraram resultados similares. Quanto ao Geristore®, observou-se apenas
nivel basal de expresséao inicial e supressao de TGF- no 21° dia. Esse achado
correlaciona-se a alta expressao de TNF-a, observada no mesmo periodo.

Em resumo, ambos os agentes reparadores, MTA e Emdogain®,
induziram aumento da expressdéo do mMRNA dos moduladores pro-
osteoclastogénicos (RANK, RANKL, IL-6 e TNF-a), bem como da expressao de
moduladores anti-osteoclastogénicos (OPG, IL-10, IL-4, IFN-y e TGF-B), no 21°
dia, sugerindo que uma modulagéo imune se iniciou nesse periodo (Tabela 2).
Por sua vez, o tratamento com Geristore® promoveu menores alteragées sobre
0s parametros avaliados. Destaca-se, contudo, uma alta inducdo na expressao
de TNF-a, no 14° dia, mas também uma reducgao na expressao de RANKL, nos
dois periodos avaliados. Sua indicagdo clinica deve ser vista a luz desses

achados: se nao interfere na expressdo das citocinas envolvidas na
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remodelacdo Ossea, também ndo o faz na expressdo da triade

RANK/RANKL/OPG.
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7. Conclusao

Pdde-se observar que:
1. O Perborato de soédio, associado ao peréxido de carbamida (PS+
H.O, 20V), o peroxido de carbamida 37% (PC) e o peroxido de

hidrogénio (H.O, 20V):

¢ Induziram uma maior expresséao de células TRAP+, no 7° e

14° dias;

e Induziram a expressdo do mRNA de RANKL e TNF-a, no

7° e 14° dias;

2. O Perborato de sédio, associado ao peréxido de carbamida (PS+

H.O, 20V), e o perdxido de hidrogénio (H.O, 20V):

e Induziram a expressdo do mRNA de IL-6 e IFN-y, no 14°

dia;

e Na&o alteraram a expressao do mRNA de IL-6 e IFN-y, no 7°

dia;

3. O peréxido de carbamida 37% (PC):

e Induziu a expressdo do mRNA de IL-6 e IL-4, no 7° e 14°

dias;

e Induziu a expressdo do mRNA de IFN-y, no 14° dia;
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4. O Emdogain® e MTA:

e Induziram a expressdo do mRNA de RANKL, RANK, OPG,

IL-6, IFN-y, IL-4 e TGF-(3, no 21° dia;

e Suprimiram ou nao alteraram a expressdo do mRNA de
RANKL, RANK, OPG, IL-6, IFN-y, IL-4 e TGF-3, IL10 e

TNF-a, no 7° dia;
5. O Geristore®:

e Induziu a expressdo do mRNA de TNF-q, IL-6 e IL-4, no 7°

dia;
¢ Induziu a expressdo do mRNA de TNF-a, no 14° dia;

e Suprimiu ou ndo alterou a expressdao dos demais

mediadores.

Conclui-se que:

O modelo utilizado neste estudo, pioneiro em avaliar os efeitos de
agentes clareadores e reparadores sobre a atividade de células Osseas, foi
efetivo na simulagdo da reabsorcao cervical, bem como da acédo dos agentes
reparadores sobre a atividade dessas células, permitindo a analise da

expressao de importantes mediadores envolvidos no metabolismo 6sseo.
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