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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi detectar biomarcadores, bem como avaliar e
comparar a citotoxicidade dos cimentos Sealer Plus (MK Life, Brasil) e AH Plus
(Denstply, Alemanha). Para o ensaio citotoxico, osteoblastos humanos imortalizados
da linhagem Saos-2 foram incubados com elu¢des dos materiais testados por um
periodo de 24 horas, sendo a citotoxicidade determinada pela contagem de células
viaveis utilizando-se o ensaio colorimétrico MTT. No grupo controle, células foram
expostas ao meio convencional de cultura celular. Os dados foram testados em uma
distribuicdo normal pelo teste de Kolmogorov—Smirnov, e as comparacdes entre
grupos foram analisados através da analise de variancia (ANOVA) seguido do teste
Kruskal - Wallis. O valor de P considerado significante foi de < 0.05. Para o ensaio
de biomarcadores, foi utilizado o imunoEnsaio Luminex que permite a avaliagao de
diferentes biomarcadores em um Unico experimento. Os alvos foram delineados
através do kit Bio-Plex Pré Human Cytokine 27-Plex Immunoassay, a placa
selecionada detecta citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, que estdo
envolvidas em processos inflamatérios. Os dados obtidos atravées da leitura da placa
pelo sistema Bio-Plex® MAGPIX™ foram submetidos a analise estatistica utilizando-
se o software GraphPad Prism. Os dados foram expostos a comparagdes entre
grupos através do teste T de student. Foram considerados os valores de p<0,05;
p<0,001 e p<0,001. Os resultados evidenciaram que ndo houve diferenca
estatisticamente significante de citotoxicidade entre os cimentos Sealer Plus e AH
Plus testados e grupo controle (p>0,05). Os biomarcadores detectados de forma
estatisticamente significante entre os grupos foram IL-1ra, IL-8, GM-CSF e basic
FGF. De acordo com os resultados obtidos, os analitos IL-1Ra e IL-8 apresentam
maior dosagem em resposta ao cimento AH Plus, enquanto que o Sealer Plus
evidenciou maiores dosagens de b-FGF e GM-CSF. Conclui-se que o Sealer Plus
apresenta citocompatibilidade similar ao grupo controle, contudo sugere-se um maior
potencial inflamatério do Sealer Plus quando comparado ao AH Plus, em relagéo ao

analitos estudados.

Palavras-chave: Biomarcadores, Citotoxicidade, Osteoblastos, Citocinas,

Quimiocinas, Imunoensaio.



ABSTRACT

The objective of the present study was to detect biomarkers, as well as to evaluate
and compare the cytotoxicity of Sealer Plus (MK Life, Brazil) and AH Plus (Denstply,
Germany) cements. For the cytotoxic assay, the immortalized human osteoblasts of
the Saos-2 lineage were incubated with the dosages of the tested materials for a
period of 24 hours, one of the highlights being the use of colorimetric assays by the
MTT method. In the control group, cells were exposed to the conventional cell culture
medium. Data were tested in a normal distribution by the Kolmogorov-Smirnov test,
and comparisons between groups were analyzed by analysis of variance (ANOVA)
followed by the Kruskal-Wallis test. The P value considered significant was <0.05.
For the biomarkers test, we used the Luminex immunoassay that allows the
evaluation of different biomarkers in a single experiment. The targets were delineated
through the Bio-Plex Pro Human Cytokine 27-Plex Immunoassay kit, the selected
plate detects cytokines, chemokines and growth factors, which are involved in
inflammatory processes. The data obtained by reading the plate by the Bio-Plex®
MAGPIX ™ system were subjected to statistical analysis using GraphPad Prism
software. The data were exposed to comparisons between groups through the
student T test. The values of p <0.05; p <0.001 and p <0.001. The results showed
that there was no statistically significant difference in cytotoxicity between the Sealer
Plus and AH Plus tested cements and the control group (p> 0.05). The biomarkers
detected statistically significant between the groups were IL-1ra, IL-8, GM-CSF and
basic FGF. According to the results, IL-1Ra and IL-8 analytes present higher dosage
in response to AH Plus cement, whereas Sealer Plus showed higher dosages of b-
FGF and GM-CSF. It is concluded that Sealer Plus presents cytocompatibility similar
to the control group, however, it is suggested a greater inflammatory potential of
Sealer Plus when compared to AH Plus, in relation to the analytes studied.

Keywords: Biomarkers, Cytotoxicity, Osteoblasts, Cytokines, Chemokines,

Immunoassay.



Figura 01

Figura 02

Figura 03

Tabela 01

Tabela 02

Grafico 01

Gréafico 02

Gréfico 03

LISTA DE FIGURAS, TABELAS E GRAFICOS

Representacdo esquematica do imuno ensaio.

Apresentacdo comercial do A) AH Plus e B) Sealer Plus.

A) Bio-Plex Pro™ Wash Station B) Bio-Plex® MAGPIX

Composicdo dos materiais endododnticos utilizados no
presente estudo

Distribuicdo dos resultados de acordo com a diferenga
estatistica entre os cimentos estudados.

Citotoxicidade do grupo controle e dos cimentos
experimentais Sealer Plus e AH Plus

A) IL-1ra: diferenca estatisticamente significante (**p<0,01:
seta azul); B) IL-8: diferenca estatisticamente significante

(**p<0,01: seta azul).

A) GM-CSF: diferenca estatisticamente significante (*p<0,05:
seta vermelha, ***p<0,001: seta preta); B) b-FGF: diferenca
estatisticamente significante (*p<0,05: seta vermelha).

18

21

25

21

27

26

28

27



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS (INGLES \ PORTUGUES)

ADA
bFGF

G-CSF
IFN-y
IL-1B
IL-1ra

IL-2
IL-4

IL-5

IL-6

IL-7

IL-8

IL-9
IL-10
IL-12p70
IL-13
IL-15
IL-17
IP-10
MCP-1

MIP-1a

MIP-1B

MTT
PDGF-BB

TNF-a

American Dental Association

basic Fibroblast Growth Fator \ Fator de Crescimento Fibroblastico
Béasico

colony stimulating fator \ Fator estimulador de colénias granulocitérias
interferon-gamma \ Interferon- gama

Interleukin-1b \ Interleucina-1 beta

Interleukin-1 receptor antagonist \ Antagonista de receptor de
interleucina 1

Interleukin-2 \ Interleucina-2
Interleukin- 4 \ Interleucina-4
Interleukin-5 \ Interleucina-5
Interleukin-6 \ Interleucina-6
Interleukin-7 \ Interleucina-7
Interleukin-8 \ Interleucina-8
Interleukin-9 \ Interleucina-9
Interleukin-10 \ Interleucina-10
Interleukin-12p70 \ Interleucina-12p70
Interleukin-13 \ Interleucina-13
Interleukin-15 \ Interleucina-15
Interleukin-17 \ Interleucina-17

IFN-g inducible protein 10 \ Interferon gama induzido por proteina 10

monocyte chemotactic protein 1 \Proteina quimiotatica para
monaocitos-1

macrophage inflammatory protein-1 a \ Proteina inflamatoria de
macrofagos-1 alfa

macrophage inflammatory protein-1 8 \ Proteina inflamatoria de
macrofagos-1 beta

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium

Platelet Derived Growth Factor- BB \ Fator de crescimento derivado
de plaquetas

Tumor necrosis factor a \ Fator de necrose tumoral — alfa



VEGF
vascular
SUMARIO

1 INTRODUCAO
2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Citotoxicidade de cimentos endoddnticos
2.2 Imuno Ensaio
3 OBJETIVOS
4 MATERIAL E METODOS
4.1 Composicdo e manipulacdo dos materiais testados
4.2  Cultura celular
4.3 Preparo do estrato
4.4  Ensaio de citotoxicidade
4.5 Biomarcadores — Imuno Ensaio
5 RESULTADOS
5.1 Citotoxicidade
5.2 Luminex — Imuno Ensaio
6 DISCUSSAO
7 CONCLUSAO

REFERENCIAS BILIOGRAFICAS

vascular endothelial growth factor \ Fator de crescimento endotelial

13
15
15
17
20
21
21
22
22
23
23
26
26
26
29
33

34



13

1. INTRODUCAO

O sucesso da Endodontia atual baseia-se em correto diagndstico e plano de
tratamento; conhecimento da anatomia e morfologia; debridamento; desinfeccéo
completa e obturacdo, restauracdo coronaria e a imagem tridimensional de
reparacdo em casos de lesdes perirradiculares (Hargreaves e Berman, 2017). Ng et
al., em 2008, avaliaram os fatores preponderantes na eficacia do tratamento
endodontico através de uma meta-analise, sendo os mesmos: auséncia de leséo
perirradicular, obturacdo uniforme do canal radicular, obturacdo 2,0 mm aquém do

apice e restauracao coronaria adequada.

A associacdo guta percha e cimento obturador apresenta-se ainda como a
abordagem amplamente utilizada. S&o varias as caracteristicas de um bom cimento
endodontico: selamento hermético do sistema de canais radiculares; estabilidade
dimensional; facil insercdo e remocdo do canal radicular; bom tempo de trabalho;
efeito bactericida ou bacteriostatico; ser biocompativel; radiopaco; bom escoamento;
ndo manchar a estrutura dentaria; adesividade as paredes do canal; impermeavel,
soltvel ou reabsorvivel quando presente nos tecidos perirradiculares (Grossman,
1958; Lopes e Siqueira Jr., 2015). N&o ha ainda no mercado um material que atenda

a todos estes principios estabelecidos.

Contudo, o cimento a base de resina epdxica AH Plus (Dentsply\De Trey,
Konstanz, Alemanha) apresenta-se como um padrdo-ouro em pesquisas
comparativa devido as excelentes propriedades fisico-quimicas (Sa Neto, 2012;
Zhou et al., 2013) e bioldgicas (Leonardo et al., 2003; Senne et al., 2009, Al-Hiyasat
et al., 2010; Silva et al., 2017).

A empresa brasileira MK Life desenvolveu um novo cimento a base de resina
epoxi, o Sealer Plus. De acordo com o fabricante, 0 mesmo apresenta uma
viscosidade adequada para penetrar e selar o sistema de canais radiculares, com
baixa contracdo no momento de presa 0 que evitaria espagcos vazios dentro da

massa obturadora.

Vertuan et al., em 2018, realizaram um estudo comparativo entre os cimentos
Sealer Plus e AH Plus. As seguintes propriedades foram estudadas: radiopacidade,
escoamento, solubilidade e pH. Embora o Sealer Plus mostrou-se dentro das

propriedades fisico-quimicas descritas pela ADA (American Dental Association)
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houve diferengas de resultados entre os cimentos. O Sealer Plus se mostrou menos
radiopaco do que o AH Plus apesar de apresentarem 0S mesmos agentes
radiopacificadores. Os autores acreditam que a diferenca na proporcdo dos
radiopacificadores entre os cimentos explique o resultado inferior do Sealer Plus. Da
mesma forma, o AH Plus mostrou-se superior com maior escoamento. Em relagéo a

solubilidade e aumento de pH ndo houve diferencas significativas.

O estudo de propriedades biolégicas para cimentos endodénticos apresenta-
se como essencial devido ao contato deste biomaterial com o0s tecidos
perirradiculares, seja através do foramen apical ou ainda as foraminas nos quais
findam-se canais laterais, acessorios, dentre outros. O ensaio de citotoxicidade para
cimentos endodonticos baseia-se em testes indiretos de eluicdo ou extratos, de
acordo com a normativa ISO 10993-5. A citotoxicidade compde um grupo de ensaios
gue revelam a biocompatibilidade geral de um material-teste, servindo como um
passo inicial para testes clinicos e consequentemente uso terapéutico (Granjeiro &
Soares, 2011).

Além da citotoxicidade comparativa entre os cimentos AH Plus e Sealer Plus,
este trabalho ainda apresenta uma metodologia diferenciada no estudo de citocinas,
guimiocinas e fatores de crescimento secretados por tais cimentos. A possibilidade
de deteccdo de mediadores envolvidos nos processos inflamatérios em situacdes
fisiolégicas e patoldégicas permite compreender a comunicagdo celular. O

recrutamento celular € de extrema importancia no processo inflamatério para

controle de infeccéo no tecido periapical (Pereira, 2012).

O objetivo deste trabalho foi um estudo comparativo entre dois cimentos
endododnticos a base de resina epdxi, no que tange a citotoxicidade e deteccéo de

biomarcadores.



15

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.Citotoxicidade de cimentos endoddénticos

A avaliacdo da citotoxicidade de cimentos endoddnticos segue a normativa
ISO 10993-5 (International Organization for Standardization: 10993 Biological
Evaluation of Medical Device) e baseia-se em testes indiretos eluicdo ou extratos
destes cimentos. Estes ensaios envolvem a pré-incubacédo do biomaterial em meio
aguoso, e gue tem o objetivo de simular a liberacdo de substancias com possivel
efeito citotoxico nos fluidos biol6gicos aos quais o material estar4 exposto durante
seu uso. Para a mensuracgdo de células viaveis ap0s o contato/ incubacao entre as
células e o extrato, utiliza-se um método colorimétrico, como por exemplo o MTT. O
reagente MTT (brometo de difeniltetrazolio), amarelo, solubilizado em &gua, é
metabolicamente reduzido nas células viaveis para um azul-violeta de formazano
insolivel. Em seguida, o formazano € solubilizado em &lcool. H& uma correlagdo
direta entre 0 niumero de células viaveis e a intensidade de cor determinada pela
leitura em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 540nm (Granjeiro &
Soares, 2011).

Os cimentos escolhidos nesta pesquisa sdo AH Plus (Dentsply, Alemanha) e
Sealer Plus (MK Life, Brasil). Ressalta-se que ja existiu no mercado um outro
cimento com o mesmo nome de Sealer Plus, sendo este também da empresa
Dentsply, e que difere da composicdo quimica do cimento aqui proposto a ser

estudado.

A literatura cientifica é ampla quanto a dados do cimento endoddntico AH
Plus. Em 1999, Leyhausen et al., realizaram um estudo com varios ensaios in vitro a
fim de avaliar efeitos genotoxicos e citotoxicos do AH Plus, em cultura de
fibroblastos do ligamento periodontal humano. Os resultados demonstraram um

cimento sem efeitos genotoxicos ou mutagénicos e mostrando-se citocompativel.

Desde entdo, o AH Plus vem sendo comparado a diferentes cimentos
endodénticos, em ensaios de citotoxicidade, como um padrédo-ouro. Também com
cultura de fibroblastos (L-929), em 2007, Pinheiro comparou trés diferentes cimentos
a base de resina epdxi quanto a citotoxicidade: Sealer 26, AH Plus e Acroseal.
Todos os cimentos apresentaram citotoxicidade, sendo que o AH Plus mostrou

melhor comportamento biolégico, demonstrando menor citotoxicidade.
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A mudanca de tipo celular utilizada no ensaio de citotoxicidade de cimentos
endodonticos foi feita por Huang et al., em 2002. Utilizando astrocitos cerebrais de
ratos, os autores compararam o AH Plus com o cimento AH26 (Dentsply, Alemanha).
O estudo in vitro mostrou que o cimento AH Plus é citotoxico dependendo de sua

dose.

Pinna et al.,, 2008 compararam a citotoxicidade do MetaSeal (Parkell Inc,
Farmington, NY), AH Plus e Pulp Canal Sealer (SybronEndo, Orange, CA). O ensaio
seguiu as normas ISO e apresentou 6 periodos experimentais de longa duracéo: 72
horas, 1, 2, 3, 4 e 5 semanas. Os cimentos Meta Seal e o AH Plus diminuiram a
citotoxicidade durante os periodos testados, ndo apresentando citotoxicidade a partir

da terceira semana.

Ehsani et al., 2012 utilizaram duas linhagens celulares, MG-63 e Saos-2 para
comparar a citotoxicidade dos cimentos 2Seal e AH Plus. Foram utilizados os
ensaios de MTT e Trypan blue dye para testar viabilidade celular. A citotoxicidade foi
observada para ambos os cimentos nas duas linhagens celulares. Na analise da
Saos-2, ndo houve diferenca estatistica entre a toxicidade dos cimentos. Para a
analise de MG-63, o extrato 2 Seal foi mais citotoxico em 24 horas e o AH Plus foi

mais citotbxico em 72 horas.

Silva et al., 2013 compararam a citotoxicidade dos cimentos MTA Fillapex e
AH Plus pelo ensaio de brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) - 2,5 difenil tetrazolio
para verificar a viabilidade das células Balb/c 3T3 em periodos de 1 a 4 semanas. O
cimento MTA Fillapex demonstrou maior citotoxicidade quando comparado ao
cimento AH Plus em todos os periodos testados. O cimento AH Plus apresentou leve
citotoxicidade apds 1 semana e tornou-se néo citotoxico ap0s 2 semanas, enquanto

o0 MTA Fillapex demonstrou severa citotoxicidade nos periodos de teste.

Silva et al., 2016 fizeram a contraposicdo de citotoxicidade do cimento MTA
Fillapex com o cimento AH Plus utilizando células de osteoblastos humanos. Apés 1
semana o cimento AH Plus ndo apresentava potencial citotoxico, ja o MTA Fillapex

permaneceu citotdxico mesmo apos 4 semanas.

Marins et al., 2017 avaliaram a citotoxicidade dos cimentos MTA Fillapex,
Endoseal e AH Plus por meio de quatro dilui¢cdes, sendo elas: 1:1, 1:2, 1:4 e 1:8. Os

espécimes foram expostos a cultura celular de fibroblastos humanos da linhagem
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MRC-5 por 24 horas. Como resultado, na diluicdo 1:1 ndo houve diferenca estatistica
entre os cimentos testados. O cimento AH Plus foi o que apresentou menor
citotoxicidade na diluicdo 1:2 e o cimento MTA Fillapex apresentou maior potencial

citotoxico nas diluicdes de 1:4 e 1:8.

Em 2017, Silva et al. avaliaram a citotoxicidade dos seguintes cimentos
endodonticos: EndoSeal, EndoSequence BC Sealer e MTA Fillapex, tendo o AH
Plus como cimento para referéncia. Os dados obtidos, os cimentos Seal,
Endosequence BC Sealer e AH Plus apresentaram viabilidade celular semelhante ao
grupo controle negativo, mostrando melhor citocompatibilidade quando comparados

com o MTA Fillapex.

Troiano et al., 2018 avaliaram a citotoxicidade de trés cimentos endodonticos
a base de resina epéxi, AH Plus, Sicura Seal e Top Seal. A citotoxicidade direta e
indireta foi avaliada por ensaio de brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil
tetrazolio e ensaio de viabilidade / citotoxicidade em células semelhantes a
osteoblastos MG63. Os testes de viabilidade celular demonstraram que todos os
cimentos foram mais citotoxicos que o grupo controle. A citotoxicidade diminuiu
durante o tempo, e apds 7 dias os cimentos ndo eram citotoxicos quando

comparados com o grupo controle.

2.2 Imuno Ensaio

O imunoEnsaio Luminex permite a avaliacdo de diferentes biomarcadores em
um Unico experimento, baseado na ligacdo de microesferas magnéticas, e sua
interacdo antigeno- anticorpo (Bio-Rad Laboratories, 2014). A Figura 01 representa
0 esquema detalhando esta interacdo, bem como toda a metodologia sequencial

encontra-se melhor explicada no capitulo de material e métodos.
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Figura 01: Representacdo esquematica
do imuno ensaio. Em A) observa-se a
microplaca onde as colunas inicias (rosa
e roxo sao reservadas ao controle do
ensaio e do experimento, obrigatorias
em cada microplada. O controle do
‘blank” e

apresenta-se com um meio (Buffer) ja

ensaio €& chamado de
indicado no kit, enquanto que o controle
das amostras € o meio condicionado
convencional, sem exposicao de células
ao extrato do cimento endodontico. As
amostras estao representadas em azul.
B) Observa-se um maior aumento um
poco da microplaca, no qual s&o
inseridas as microesferas magnética
(beads) as quais contém anticorpos
primarios (de captura especificos, com o
anticorpo secundario biotinilado, sendo
este chamado de anticorpo de deteccéo.
Em C) A

magneéticas-anticorpos

ligagdo da microesfera
primarios-
anticorpo secundario biotinilado-
estreptavidina ficoeritrina. Esta dltima
molécula se liga a biotina do anticorpo
secundario e age como um indicador
fluorescente.

Esquema baseado em llustragdes
desenvolvidas por Luminex Corporation

(https://www.luminexcorp.com/)
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A placa Bio-Plex Pr6 Human Cytokine 27-Plex (Bio-Rad, EUA) selecionada
para este estudo detecta citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, que estao
envolvidas em processos inflamatérios. As seguintes moléculas encontram-se
especificadas nesta placa: bFGF, Eotaxin, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IL-1B, IL-1ra, IL-
2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17, IP-10, MCP-1
(MCAF), MIP-1a, MIP-13, PDGF-BB, RANTES, TNF-a e VEGF (Bio-Rad
Laboratories, 2014).

As citocinas sdo responsaveis por diversas ligacdes celulares,
desempenhando importante papel em atividades biolégicas como: proliferacao,
desenvolvimento, diferenciacdo, inflamacédo, regeneracdo e reparo (Lins et al.,
2010).

Quimiocinas sdo uma familia de pequenas citocinas, com peso molecular
variando de 7 a 15kDa. As quimiocinas e seus receptores sdo capazes de controlar
a migracdo e a residéncia de células imunes. Algumas quimiocinas sao
consideradas pro-inflamatoérias e podem ser induzidas durante a resposta imune no
sitio de infeccdo, enquanto outras sdo consideradas homeostaticas e estao
envolvidas no controle da migracdo celular durante o desenvolvimento ou a
manutencdo dos tecidos. Existem duas grandes subfamilias de quimiocinas
baseadas na posi¢cdo dos residuos de cisteinas: CXC e CC. Como regra geral,
membros da familia de quimiocinas CXC sdo quimiotaticos de neutrdfilos, e as
guimiocinas CC sao quimiotaticos de mondcitos e subtipos de linfécitos, apesar de

existirem algumas excecdes (Palomino e Marti, 2015).

E fatores de crescimento sdo um conjunto de substancias, a maioria de
natureza proteica que juntamente com hormOnios e neurotransmissores,
desempenham uma importante fungdo na comunicagao intercelular. A funcdo
principal dos fatores de crescimento é o controle externo do ciclo celular. A funcao
dos fatores de crescimento ndo é somente a de estimular a proliferagéo celular
mediante a regulacdo do ciclo celular, iniciando a mitose, mas também a de manter
a sobrevivéncia celular, estimular a migracdo celular, a diferenciacdo celular e
também a apoptose. Em exemplo classico é o EGF (fator de crescimento endotelial)

estimula a diferenciagédo de vasos sanguineos (Lins et al., 2010; Abbas, 2011).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Ciclo_celular
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mitose
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Migra%C3%A7%C3%A3o_celular&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Diferencia%C3%A7%C3%A3o_celular
https://pt.wikipedia.org/wiki/Apoptose
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3. OBJETIVOS

1) Avaliar os efeitos de exposicdo dos cimentos endodonticos AH Plus
(Dentsply, Alemanha) e Sealer Plus (MK Life, Brasil), sobre osteoblastos
humanos imortalizados.

2) Detectar proporgdo de biomarcadores em resposta aos cimentos testados.

3) Avaliar a citotoxicidade entre os cimentos Sealer Plus (MK Life, Brasil) e AH

Plus (Denstply, Alemanha), comparando com o grupo controle.



4. MATERIAL E METODOS

21

4.1. Composicao e manipulacdo dos materiais testados

"""""""""""""""""""""""""""""" Os materiais comerciais AH Plus e Sealer Plus (Figura 02) foram preparados

de acordo com as instrucfes dos fabricantes. A Tabela 01 descreve composicédo dos

materiais avaliados.

B
..'....-._. Sealer Plus
ot Cimento endodéntico

\
\
e g e s i v
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Figura 02: Apresentacdo comercial do A) AH Plus e B) Sealer Plus.

Tabela 01. Composi¢do dos materiais endodonticos utilizados no presente estudo.

Material

Composicao

AH PLUS
(Dentsply, Konstanz, Alemanha)

Pasta A:

Resina Epoxi de Bisfenol-A;
Resina Epoxi de Bisfenol-F;
Tungstato de célcio;

Oxido de zirconio;

Silica;

Oxido de ferro.

Pasta B:

Amina Adamantada;

N,N”- Dibenzil-5-oxanonane-diamina-1-
9

TCD-Diamina;

Tungstato de célcio;

Oxido de zirconio;

Silica;

Oleo de silicone.
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Pasta base:

Bisfenol A-co-epiclorohidrina;
Bisfenol F resina epoxi;
Oxido de zirconia;

Silicone e siloxanos;
Oxido de ferro;

Hidroxido de calcio.

Pasta catalizadora:
Hexametiletilenotetramina,
Oxido de zirconio;

Silicone e siloxanos;
Hidréxido de célcio
Tungstato de calcio.

Sealer Plus
(MK Life, Brasil)

4.2. Cultura Celular

Linhagem de osteoblastos humanas (linhagem Saos-2) foi obtida através do
Banco Brasileiro do Rio de Janeiro e cultivada em meio DMEM (Dulbecco Modified
Eagle medium/ Gibco, Grand Island, NY, EUA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS/ Gibco, Grand Island, NY, EUA), 100 yg/mL de estreptomicina e 100
mg/mL de penicilina. As células foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de COa.
As células confluentes foram tripsinizadas com 0.25% de tripsina e 0,05% de EDTA
(Gibco, Grand Island, NY, USA) por 5 minutos e posteriormente as aliquotas foram

replagueadas.
4.3.Preparo do Extrato

Sob condi¢cBes assépticas e dentro da camara, os corpos de prova foram
preparados de acordo com as instrucdes do fabricante e inseridos em anéis de teflon
medindo 5 mm de diametro e 2mm de altura, segundo preconizado pela norma ISO
10993-12. Apoés a insercdo dos materiais nos anéis, 0s mesmos foram mantidos por
24 horas em estufa a 37°C para a presa dos materiais. Apos 24 horas, 0s anéis de
teflon foram removidos e cada espécime de material foi acomodado em pocos de
placas de 48 pocos na qual foram inseridos 1,5 mL de meio DMEM suplementado
em cada poco a fim de produzir um extrato deste cimento. O extrato foi obtido em
estufa a 37°C por 24 horas. ApoOs o periodo de incubacao, o extrato de cada grupo

foi removido e armazenado em temperatura de -20°C.
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4.4. Ensaio de citotoxicidade

Para o ensaio, as células foram plagueadas em uma concentracdo de 5x 10*
células por poco em placas de 96 pocos (TPP, Trasadingen, Suica) para atingir a
confluéncia desejada de aproximadamente 80%. Apds o cultivo celular por 24 horas,
ou seja, com as células aderidas, as mesmas foram expostas diretamente por 24
horas ao extrato ndo diluido, feito com os cimentos endoddnticos AH Plus e Sealer
Plus. O grupo controle ndo foi exposto ao extrato, sendo utilizado o meio DMEM
convencional suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 ug/mL de

estreptomicina e 100 mg/mL de penicilina.

ApoOs 24 horas, o sobrenadante foi removido e em cada poco celular foi
adicionado 0,1 mL da solugdo de MTT (Sigma, St Louis, MO, EUA) preparada com a
concentracdo de 0,5 mg/mL, e mantidos durante 2 horas a 37°C. Ap6s o periodo de
incubacdo, o sobrenadante foi removido e os cristais de formazan resultantes da
reducdo do MTT foram dissolvidos em 0,1 mL de DMSO puro. As placas foram
agitadas por 05 minutos e incubadas no escuro por 5 minutos para estabilizacéo da
cor. A absorbancia foi mensurada em um espectrofotbmetro automético (Epoch;
Biosystems, Curitiba, PR, Brasil) a um comprimento de onda de 540 nm. Os valores
da viabilidade celular foram expressos em percentagem total, sendo o grupo controle

em separado.

Os experimentos foram realizados seguindo a metodologia triplicata da
triplicata. Os dados foram tratados estatiscamente através do software R verséo
3.4.4 (Free Software Foundation, EUA). Os dados foram testados em uma
distribuicdo normal pelo teste de Kolmogorov—Smirnov, e as comparacdes entre
grupos foram analisados através da analise de variancia (ANOVA) seguido do teste
Kruskal - Wallis. O valor de P considerado significante foi de < 0.05.

4.5.Biomarcadores- Luminex (Imuno Ensaio)

O imunoensaio inicia-se com a insercdo de controles do experimento
(“branco”) e a curva padrdo da amostra Em seguida sdo adicionadas a placa as
esferas magnéticas (beads) diluidas em tampéao, as quais contém anticorpos de
captura especificos. Os alvos foram delineados através do kit Bio-Plex Pr6 Human
Cytokine 27-Plex Immunoassay (Bio-Rad, EUA). Podem ser detectados as

seguintes citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento: FGF basic, Eotaxin, G-
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CSF, GM-CSF, IFN-y, IL-1B, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12
(p70), IL-13, IL-15, IL-17, IP-10, MCP-1 (MCAF), MIP-1a, MIP-13, PDGF-BB,
RANTES, TNF-a e VEGF.

Em seguida, foi realizada a lavagem da placa na Bio-Plex Pro™ Wash Station
(Figura 03-A), e em seguida as amostras sdo adicionadas a placa, criando uma
interligacdo entre esfera-anticorpo de captura-amostra. A incubagao, seguindo o
protocolo, é feita por 12 horas (over night). ApGs este periodo, foram realizadas duas
lavagens na estacdo de lavagem com posterior aplicacdo de anticorpo secundario
ou chamado de deteccéao (biotinilado). Apds a agitacdo da microplaca por 01 hora,
houve adicado de solugdo de lavagem e incubacao por 10 minutos. Segue-se para
uma nova lavagem na Bio-Plex Pro™ Wash Station e finalizagdo com adicdo de
estreptavidina ficoeritrina, a qual se liga a biotina e age como um indicador
fluorescente. Ap6s uma nova lavagem da microplaca, foi realizada a adicdo da
solucao do kit para ressuspender as esferas magnéticas presentes no ensaio. Para a
leitura, a microplaca é inserida no sistema Bio-Plex® MAGPIX™ (Figura 03-B).

Os dados obtidos através da leitura da placa pelo sistema Bio-Plex®
MAGPIX™ foram submetidos a analise estatistica utilizando-se o software GraphPad
Prism. Os dados foram expostos a comparacfes entre grupos através do teste t de

student. Foram considerados os valores de p<0,05; p<0,001 e p<0,001.

Figura 03: A) Bio-Plex Pro™ Wash Station B) Bio-Plex® MAGPIX™
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5. RESULTADOS
5.1. Citotoxicidade

Os resultados do ensaio de citotoxicidade (colorimétrico-MTT) estdo
representados no Grafico 01. Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os materiais testados (P>0.05) e nem entre os materiais e 0
grupo controle (P>0.05).

Citotoxicidade

o o

Absorbancia (OD 540 nm)
o

0.01

AH 'Plus Con'trole Sealer Plus

Gréfico 01: Citotoxicidade do grupo controle e dos cimentos experimentais Sealer
Plus e AH PLus.

5.2.Luminex- Imuno Ensaio

Todos os analitos estudados estdo representados na Tabela 02 e estédo
divididos em 1) ndo detectavel; 2) nao houve diferenca entre os grupos e 3) houve
diferenca entre os grupos. Os resultados do imuno ensaio estdo representados no
Gréfico 02 e 03. Os biomarcadores detectados e com diferencas estatisticamente
significantes séo as interleucinas IL-1ra, IL-8, GM-CSF e FGF basic. A comparacéo
entre os grupos foi realizada pelo teste t de Student, e o nivel de significancia esta
ligado aos desvios de comparagdo com 0s seguintes valores para p: * p < 0.05, ** p
<0.01 e **p<0.001.
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Tabela 02: Distribuicdo dos resultados de acordo com a diferenca estatistica entre
0s cimentos estudados.

Alvos N&o detectavel N&o houve Houve diferencga

, entre os grupos
diferenca entre os grup

grupos

MIP-18 X

IL-6 X

IFN-y X

IL-1ra X

IL-5 X

GM-CSF X

TNF- a X

RANTES X

IL-2 X

IL-1B X

Eotaxin X

Basic FGF X

VEGF X

PDGF-BB X

IP-10

IL-13

IL-4

x| X| X| X

MCP-1

IL-8 X

MIP-1a

IL-10

G-CSF

IL-15

IL-7

IL-12p70

X| X| X| X| X X| X

IL-17A

IL-9 X
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Grafico 02: A) Citocina IL-1ra: diferenca estatisticamente significante (**p<0,01); B)

Quimiocina IL-8: diferenca estatisticamente significante (**p<0,01).
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Grafico 03: Fatores de crescimento A) GM-CSF: diferenga estatisticamente
significante (*p<0,05, ***p<0,001); B) b-FGF: diferenca estatisticamente significante

(*p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Sendo a adequada obturacdo um pilar para o sucesso endodontico, o estudo
e desenvolvimento de materiais obturadores apresenta-se como um tépico sempre
enfatico em diferentes pesquisas. A associacao da guta percha e cimento obturador
apresenta-se ainda como a escolha para uma obturacdo hermética. Exceto para o
canal principal, o restante do sistema de canais radiculares somente pode ser
preenchido com o cimento obturador, ressaltando assim a necessidade constante do
estudo de propriedades fisico-quimicas e biol6gicas de diferentes formulacdes de

cimentos endodonticos (Lopes e Siqueira Jr., 2015).

Cimentos endodoéntico a base de 6xido de zinco e eugenol apresentam alta
solubilidade e consequentemente falha no selamento de canais radiculares
(Hargreaves e Berman, 2017). Na busca por melhoria destas propriedades, cimentos
endodonticos a base de resina ep6xi foram introduzidos na Endodontia por Shroeder
em 1954, e desde entdo tem sido amplamente utilizado por apresentarem
caracteristicas como baixa solubilidade e boa capacidade de selamento apical
(Sousa-Neto et al., 2002; Carvalho-Jr et al., 2003). Dos cimentos baseados em
resina epoxi, a série AH foi a mais bem-sucedida sendo o cimento AH Plus o
resultado do progresso (drstavik et al., 2001).

Além da citotoxicidade comparativa entre os cimentos AH Plus e MK Life, este
trabalho ainda apresenta uma metodologia diferenciada no estudo de citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento secretados por tais cimentos. Através de um
ensaio baseado em esferas magnéticas pode-se detectar tais biomarcadores em um
Unico experimento. E importante o conhecimento da compatibilidade biolégica dos
cimentos obturadores, uma vez que, caso 0 mesmo apresente elevado potencial
irritante aos tecidos periapicais, pode resultar em inflamacdo de maior porte

comprometendo o sucesso do tratamento endodéntico (Nassri et al., 2003).

Varios pesquisadores avaliaram a citotoxicidade de diferentes cimentos
guando comparados ao AH Plus, sendo este sempre superior ou similar (Leonardo
et al., 2003; Senne et al., 2009; Al-Hiyasat et al., 2010; Silva et al., 2017). Baseado
no conhecimento de que o AH Plus acrescido de hidroxido de calcio apresentou
menor inflamagdo em subcutaneo de ratos (Oliveira et al., 2010), a proposta do
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Sealer Plus foi um cimento endoddntico composto de forma similar ao AH Plus
acrescido de hidréxido de calcio. O hidroxido de calcio tem um importante efeito no
tecido, promovendo um pH alcalino, efeito antibacteriano e acelera o processo de
reparo (Duarte et al., 2010; Oliveira et al., 2010). Esta similaridade pode explicar
nossos resultados sem diferencas estatisticamente significante de citotoxicidade
entre o AH Plus e Sealer Plus.

Divergindo de nossos resultados, Cintra et al., em 2017, avaliaram a
citotoxicidade do entdo novo cimento Sealer Plus quando comparados aos
diferentes cimentos, dentre eles o AH Plus. Os cimentos foram avaliados em
diferentes tempos experimentais (6, 24, 48 e 72 horas), bem como o uso de extrato
puro (1/1) e 2 diluigdes seriadas (1/2 el/4). A comparagdo com nossos resultados
somente é feita através do extrato puro. No estudo de Cintra et al., o extrato puro de
Sealer Plus apresentou mais células viaveis em 06 e 24 horas, contudo apos 24
horas os resultados mostraram-se similares ao AH Plus. Os autores reforcam que o
hidréxido de célcio presente no Sealer Plus seria responsavel por esta diferenca na
citotoxicidade inicial (6 e 24 horas), contudo a viabilidade celular mostrou-se similar

apos as 24 horas.

Os biomarcadores escolhidos neste estudo compreendem citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento. Dentre os biomarcadores com diferengas
estatisticamente significantes entre os cimentos, temos a IL-1ra, IL-8, GM-CSF e b-
FGF. O cimento AH Plus apresentou maior concentracdo de IL-1ra e IL-8, enquanto

gue o Sealer Plus mostrou maior deteccao de GM-CSF e b-FGF.

A interleucina 1 (IL-1) € uma interleucina proé-inflamatoria prototipica. Existem
duas formas de IL-1: IL-1 alfa e IL-1 beta com atividades biologicas quase
indistinguiveis (Abbas et al., 2011). IL-1B pode ser secretada por macréfagos,
mondcitos, fibroblastos e células endoteliais durante a lesdo celular, infeccdo e

inflamacé&o (Zhang e Jianxiong, 2007).

Descrito inicialmente em 1991, por Arend, a IL-1Ra (antagonista de receptor
de interleucina 1) € um antagonista natural da IL-1, com mesma estrutura que IL-1,
produzido por fagocitos mononucleares. E biologicamente inativo, agindo como
inibidor competitivo e impedindo a ligacéo de IL-1 ao receptor de sinalizacdo (Abbas
et al., 2011; Teixeira, 2015). Em relacdo a dosagem de IL-1Ra, molécula anti-

inflamatoria que inibe seletivamente os efeitos de IL-1 pela competicdo com o
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receptor de IL-1 na superficie celular. Nossos resultados apresentam uma maior
dosagem de IL-1Ra para o cimento AH Plus, indicando o inicio de uma reacao anti-

inflamatoria maior para este cimento quando comparada ao Sealer Plus.

A interleucina 8 (IL-8) é um quimiocina da familia CXC e apresenta-se como
quimiotaticos de neutrdéfilos A IL-8 também ja foi chamada de proteina ativadora de
neutrofilos-1 (NAP-1), j& que estimula a liberagcdo de granulos neutrofilos. Assim

como VAarios outros quimiotaticos, a IL-8 induz a reorganizacdo do citoesqueleto,

alteracdes nos niveis de ca’’ intracelular, ativacdo de integrinas, exocitose de
proteinas granulares. Altos niveis de IL-8 também s&o observados ap6s choque
séptico ou administracdo sistémica de endotoxinas (Palomino e Marti, 2015).
Nossos resultados revelaram uma maior dosagem de IL-8 também para o AH Plus
quando comparado ao Sealer Plus. Nossa hip6tese baseia-se em uma maior

expressao de IL-8 e IL-1Ra para o AH Plus.

A IL-8, VEGF e b-FGF sdo estimulantes da angiogénese e estimulam a
proliferacdo das células endoteliais e migracdo das mesmas. A proliferacdo e
migracdo endotelial também pode ser ativada por fator angiogénico indireto através
dos macréfagos. Os macréfagos liberam b-FGF e VEGF coordenando a formacéo e

remodelacgéo tecidual durante a cicatrizacao (Goncalves, 2006).

Os fatores de crescimento b-FGF, VEGF e a citoquina IL-8 participam do
processo de angiogénese, estimulando a proliferacdo das células endoteliais e
migracao das mesmas (Gongalves, 2006). O aumento de permeabilidade vascular e
0 processo de angiogénese € a principal resposta inicial do processo inflamatério. O
exsudato e infiltrado inflamatoério necessita de uma maior permeabilidade vascular
para a leucodiapedese e também de uma angiogénese para aumento da
microcirculagdo vascular. Em nossos resultados, o cimento Sealer Plus apresenta

maior dosagem de b-FGF.

O fator GM-CSF é uma citocina secretada por células T ativadas, macréfagos,
células endoteliais e fibroblastos de estroma. GM-CSF atua sobre a medula éssea
aumentando a producéo de neutrofilos e mondcitos (Abbas et al., 2011). A relacéo
de neutrofilos e mondcitos (macréfagos no sitio tecidual) é diretamente ligada ao
infiltrado inflamatorio, ou seja, ao potencial inflamatério. Em nossos resultados, o
cimento Sealer Plus apresentou maior dosagem de GM-CSF quando comparado ao
AH Plus.
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A comparagdo de resultados com a literatura apresenta-se altamente
escassa, visto que é inédita uma pesquisa com diferentes analitos em resposta ao

estimulo de cimentos endodénticos.

Os dados associados que o Sealer Plus apresenta uma menor dosagem de
IL-1Ra (molécula anti-inflamatoria) e maiores dosagens de b-FGF e GM-CSF, pode-
se sugerir que o cimento Sealer Plus apresenta um maior potencial inflamatoério

guando comparado ao AH Plus, em relagdo ao analitos estudados.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que

4) Nao houve diferenca entre a citotoxicidade do Sealer Plus, AH Plus e grupo
controle

5) Os analitos IL-1Ra e IL-8 apresentam maior dosagem em resposta ao cimento
AH Plus, enquanto que o Sealer Plus evidenciou maiores dosagens de b-FGF
e GM-CSF.

6) O Sealer Plus apresenta citocompatibilidade similar ao grupo controle,
contudo sugere-se um maior potencial inflamatério do Sealer Plus quando

comparado ao AH Plus, em relacdo ao analitos estudados.
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