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RESUMO

Os cimentos endodénticos sdo agentes de unido entre a guta percha e as
paredes do canal radicular. Embora figuem na maioria dos casos contidos no interior
do canal, por vezes podem ser extruidos até o ligamento periodontal e pouco se sabe
sobre o potencial destes materiais de causar alguma sensacdo dolorosa nestas
condigdes. Dentre os mediadores quimicos inflamatérios, a substancia P se destaca
por estar relacionada a fisiologia da dor. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a
citotoxicidade de quatro cimentos endoddnticos e se eles sdo capazes de elevar a
producéo da substancia P e de seus receptores NK1 em uma cultura de fibroblastos
da linhagem MRC-5. Assim, a citotoxicidade de quatro cimentos endodénticos (AH
Plus, Endométhasone N, Endoseal e MTA Fillapex) foi verificada pelo ensaio de
citotoxicidade 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazdélio (MTT) para a
aquisicao da porcentagem de viabilidade celular em cada uma das diluigdes. As
células foram entdo expostas aos extratos dos materiais testados em duas diluicdes
escolhidas (1:4 e 1:8) e, apds 24 horas, os sobrenadantes foram coletados para a
realizacdo do ensaio de imunoabsorcao enzimatica (Elisa) para substancia P. Ja as
células tiveram o seu RNA extraido para a realizacdo de PCR em tempo real, que
quantificou a expressao dos genes TAC1 e TACR1 referente a substancia P e receptor
NK1, respectivamente. Observou-se que o cimento MTA Fillapex foi 0 mais citotéxico
dentre os materiais testados e este cimento endoddntico foi o Unico material capaz de
induzir a produgédo de substancia P ap6s o contato de seu extrato com a cultura
celular. Além disso, todas as amostras expostas aos extratos dos cimentos
endoddnticos apresentaram expressdao dos genes TAC1 e TACR1 aumentada,
quando comparados ao grupo controle negativo. Portanto, de acordo com os
resultados do presente estudo, conclui-se que todos os cimentos endodénticos séo
citotdéxicos e que a expressao de substancia P foi influenciada pelo contato da cultura
de células com a elucdo do cimento endodoéntico MTA Fillapex. Contudo, houve um
aumento da expressao dos genes codificantes da substancia P e do seu receptor NK1
em todas as amostras.

Palavras-chave: Ligamento Periodontal. Substancia P. Receptores da Neurocinina-1.



ABSTRACT

Root canal sealers are bond agents between gutta percha and the root
canal walls. Although they are in most cases contained within the canal, they are able
to be extruded into the periodontal ligament sometimes, and there isn't many
knowledgement about the potential of these materials to cause any painful sensation
under these conditions. Among the chemical mediators of inflammation, substance P
stands out because it is directly related to the physiology of pain. Thus, the aim of the
present study was to analyze the potential of substance P and NK1 receptors
production by different endodontic root canal sealers, and their cytotoxicity, when in
contact with MRCS5 fibroblasts cell culture. So, the cytotoxicity of four endodontic root
canal sealers (AH Plus, Endométhasone N, Endoseal and MTA Fillapex) were verified
by the cell viability test 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) to gain the percentage of viable cells in each of the dilutions. The cells were
then exposed to the extracts of the materials in two chosen dilutions (1:4 and 1:8).
After 24 hours the supernatants were collected for the enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) for substance P, and the cell cultures had their RNA extracted for real-
time PCR, which quantified the expression of TAC1 and TACR1 genes which encodes
substance P and NK1 receptors, respectively. The results showed that MTA Fillapex
was the most cytotoxic materials tested. In addition, it was the only material able to
induce the production of substance P by fibroblasts. All samples showed increased
TAC1 and TACR1 gene expression when compared to the negative control group.
Therefore, we can conclude that all endodontic root canal sealer materials are
cytotoxic, but the expression of substance P was induced only by MTA Fillapex.
However, there was an increased expression of the genes TAC1 and TACR1

influenced by all root canal sealers.

Keywords: Periodontal Ligament. Substance P. Receptors, Neurokinin-1.
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1 INTRODUCAO

O propésito do tratamento endoddntico é a remocao do tecido pulpar, a
eliminacao da infeccdo, quando presente, e 0 adequado selamento do sistema de
canais radiculares. A obturagao é a etapa do tratamento endodéntico que objetiva o
total preenchimento do sistema de canais radiculares recém descontaminados, a fim
de impedir a microinfiltragdo bacteriana oriunda do meio oral, dos tecidos apicais e
periapicais para o interior dos mesmos (Ray e Trope, 1995; Barthel et al., 2001; Lopes
e Siqueira, 2015). Esse preenchimento é considerado uma das chaves do sucesso da
terapia endoddntica (Schilder, 1967; Saunders e Saunders, 1994).

A maioria dos tratamentos endodénticos utiliza a guta percha em
combinacao com algum cimento endoddntico para o adequado selamento dos canais
radiculares. Uma importante funcdo do cimento é preencher os espagos existentes
entre a guta-percha e as paredes do canal radicular. Atualmente, cimentos
endoddnticos estao disponiveis em diversas férmulas tais como cimentos a base de
6xido de zinco e eugenol; cimentos ionoméricos; cimentos contendo hidréxido de

célcio e cimentos resinosos, dentre outros (Silva et al., 2012a).

Embora os cimentos endoddnticos sejam, inicialmente, idealizados para
ficarem contidos no interior do sistema de canais radiculares, sua extrusdo para o
ligamento periodontal pelo forame apical e canais laterais pode ser observada
(Holland et al., 2005; Yamaguchi et al., 2007). Ja foi demonstrado que a solubilizagao
de alguns tipos de materiais obturadores gera subprodutos que também podem
permanecer em contato intimo com os tecidos periapicais por um periodo prolongado,
podendo gerar danos aos tecidos circundantes (Bernath e Szabo, 2003; Ricucci et al.,
2016; Silva et al., 2016c). Aléem disso, mesmo quando confinado no interior do sistema
de canais radiculares, o cimento endoddntico pode desenvolver uma resposta
inflamatéria de intensidade variavel nos tecidos periapicais (Riccuci e Siqueira, 2013).
Sendo assim, os cimentos endodénticos devem ter as suas propriedades biologicas
constantemente testadas, de forma abrangente e independente. Estas caracteristicas
devem ser primeiro rastreadas por testes in vitro previamente a utilizacao clinica de
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tais materiais, a fim de minimizar a incidéncia de efeitos adversos locais e/ou

sistémicos. (Schwarze et al., 2002ab; Silva et al, 2012a; Silva et al, 2016a).

Diversos estudos encontrados na literatura endodéntica indicam o potencial
citotéxico dos mais variados tipos de cimentos obturadores (Torabinejad et al., 1995;
Leonardo, 2000; Silva et al., 2012b; Silva et al., 2013a; Silva et al., 2013b; Trichés et
al., 2013; Silva et al., 2015; Assmann et al., 2015; Silva et al., 2016b). Entretanto,
apesar da citotoxicidade bastante estudada, a literatura ainda € escassa no que diz
respeito aos efeitos toxicos desses cimentos e prejuizo potencial no tratamento
endoddntico seja em seu progndstico ou relativo ao bem-estar do paciente. Uma
dessas lacunas é relacionada a possivel sensacao dolorosa causada pela resposta
inflamatoria oriunda do contato dos cimentos endoddnticos com os tecidos periapicais.

Os efeitos citotdxicos podem estar relacionados a uma agressao tecidual
provocada pelo contato direto entre cimentos endodénticos e a regido periapical, em
consequéncia da liberacao de mediadores quimicos (Silva et al., 2012a; Diomete et
al., 2014), que tem importante papel na modulacao de reacdes inflamatoérias.

Dentre os mediadores quimicos inflamatorios, a substancia P, um peptideo
pertencente a familia da taquicinina, assume importante papel (Olgard et al., 1997). A
substancia P é um neuropeptidio produzido por corpos celulares e neurbnios
periféricos presentes no ganglio trigémeo, estando presente em grande quantidade
nas fibras responsaveis pela inervacéo de tecido dentinario e pulpar (Maggi, 1995;
Caviedes-Bucheli et al, 2008a). O ligamento periodontal também possui células
capazes de produzir tal substancia (Caviedes-Bucheli et al., 2011).

A concentracdo de substancia P tende a aumentar em processos
inflamatorios (Caviedes-Bucheli et al., 2008a), pois afeta diretamente a atividade de
células do sistema imune, podendo induzir a acdo de mediadores inflamatorios. Este
neuropeptidio vem sendo encontrado em maior quantidade nos casos de pulpite
irreversivel (Bowles et al., 2003; Caviedes-Bucheli et al., 2007) e inflamagéao periapical
(Caviedes-Bucheli et al., 2010b). Estudos relatam também aumento da expressao da
substancia P em casos de trauma oclusal (Caviedes-Bucheli et al., 2011) e durante o
tratamento endodéntico, em pacientes com periodontite apical, situagéo clinica onde
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observou-se uma elevagao nos niveis de substancia P no fluido crevicular gengival
(Shin et al., 2011).

Ja que relata-se na literatura o papel pré-inflamatério da substancia P e
tendo-se em vista que pesquisas anteriores demonstram que a dor de origem pulpar
e periapical esta associada a presenca deste neuropeptidio no tecido inflamado, entdo
€ razoavel sugerir a hipotese de que esta substancia exerca um papel chave na
fisiopatologia da inflamagéo provocada pelo contato de um material citotéxico, como

o cimento endoddntico, com o tecido periapical.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Substancia P - Formacao e origem

A substancia P é um peptideo da familia das taquicininas (hormonios
encontrados em vertebrados e invertebrados), proveniente do gene TAC1 que foi
identificada no inicio do século XX. Esses neuropeptidios sdo evolutivamente os
neurotransmissores mais antigos, talvez até mais velho do que acetilcolina e
catecolaminas. A primeira referéncia vem do ano de 1931, quando substéancia P foi
isolada como um produto extraido de um equinodermo, a partir de seu cérebro e
intestino (Von Euler e Gaddum,1931). A substancia P foi extensivamente estudada
durante o século XX. Por muitos anos, acreditou ser a Unica taquicinina de mamiferos
considerada como um neuropeptideo. Esta informacéao foi revertida com descoberta
de Neuroquinina A (NKA) e Neuroquinina B (NKB) (Kangawa et al., 1983).

O gene pré-protaquicinina-l expressa quatro diferentes formas de mRNA,
sendo que duas delas (B e y) codificam a sintese de substancia P e de neuroquinina
A, enquanto as formas 6 e a codificam somente a substancia P (Mufioz et al.,2010).
A sintese de substancia P ocorre nos ribossomos de células neurais, sendo depois
armazenada em vesiculas nas quais é transportada para as terminacdes nervosas
centrais e periféricas e, s6 neste processo, destaca-se a endopeptidase neutra e
enzima conversora da angiotensina. A endopeptidase neutra esta envolvida no
metabolismo da substancia P no cérebro e em tecidos periféricos. A enzima
conversora da angiotensina degrada a substancia P no plasma, fluido cérebro-
espinhal e substancia negra, degradando fragmentos da substancia P liberados pela

endopeptidase neutra.

Outras células, além dos neurdnios, também podem produzir substancia P.
Células inflamatérias tais como macréfagos, linfécitos, células dentriticas e
fibroblastos estdo entre as células que também liberam esta substancia, além das
terminagdes nervosas (Killough et al., 2009; El Karim et al., 2009).

A substancia P vem sendo descrita como um neurotransmissor associado
a dor e esta substancia desempenha um papel importante na transmissdo de
estimulos nocivos na medula espinhal (Seybold,2009).
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E amplamente aceito que diversos fatores podem ativar e/ou sensibilizar os
nociceptores em locais de injuria tecidual e induzir a liberacdo de neuropeptidios na
periferia deste tecido (Cheng e Ji, 2008; Seybold, 2009). O aumento da producao de
substancia P pode estar relacionado a abertura de canais ibnicos de receptores
transientes vanildides do tipo |, localizados nas fibras sensoriais, quando
sensibilizados por calor, ou pela molécula capsaicina, por exemplo. Quando a
bradicinina, que é uma molécula vasodilatadora, se liga ao seu receptor B2 em
neurdnios sensoriais resulta na estimulagao da fosfolipase C e assim de uma cascata
de eventos celulares que resultam na ativagdo da proteina quinase C a qual ja foi
demonstrada ser capaz de estimular a secrecdo de substancia P por terminagdes
nervosas sensoriais. Outros compostos nao excitam diretamente os neurdnios
sensoriais, mas diminuem o seu limiar de sensibilidade. As prostaglandinas,
produzidas em tecido inflamados, se ligam a seus receptores nas fibras sensoriais e
diminuem o limiar de sensibilidade dos neurénios. Como consequéncia ela também
aumenta a liberacao de substancia P em resposta a estimulos biol6gicos, quimicos e
fisicos (Richardson e Vasko, 2002).

2.2  Substancia P - Mecanismos de Acao

A interagdo da substancia P com seus receptores induz diretamente a
vasodilatacdo o que aumenta a permeabilidade vascular e permite o extravasamento
de plasma e a degranulacado de mastdcitos. Esta degranulacao de mastécitos libera
histamina que por sua vez amplifica ainda mais 0s processos vasculares e ativa
nociceptores (Moriarty et al., 2000). Os linfocitos, granuldcitos e macréfagos possuem
receptores para substancia P e essas células podem ser estimuladas a produzir
citocinas. Os macro6fagos estimulados pela substancia P produzem os mediadores
inflamatérios prostaglandina E2 e tromboxano, assim como as citocinas pro-
inflamatérias interleucina 1, interleucina 6 e fator de necrose tumoral. Todos estes
eventos moleculares sustentam a sintese e a liberacdo de novas moléculas de
substancia P, perpetuando assim este ciclo vicioso. Além disso, estes mecanismos
nao envolvem apenas as fibras no local do dano tecidual, mas também se estendem
para tecidos circundantes que nao foram danificados, onde provocam uma
hiperalgesia secundaria. Tendo em vista o exposto, a substancia P pode ser

considerada como um importante mediador na inflamacéao de origem neurogénica e
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associado a hiperalgesia (Sacerdote e Levrini, 2012). Por isso, esta substancia
representa um importante alvo em pesquisas destinadas a esclarecer 0 processo
relacionado a fisiopatologia da dor e na busca por formas de seu controle, tentando

minimizar as consequéncias deletérias deste neuropeptidio nos tecidos injuriados.
2.3 Receptores da substancia P

Para desencadear seus efeitos celulares a substancia P deve ligar-se a
receptores especificos expressos na superficie externa das células alvo (Caviedes-
Bucheli et al., 2007). Os efeitos biologicos da substancia P séo, entédo, induzidos a
medida que este neurotransmissor se liga a receptores neuroquinina (NK) e as agdes
bioldgicas da substancia P e de outras taquicininas no tecido alvo sdo mediadas por
estes receptores NK, que pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G
(Harrison S e Geppetti, 2001). Existem trés tipos conhecidos de receptores do tipo NK:
O NK1, NK2 e NK3. Eles exibem diferentes preferéncias para taquicininas. A
substancia P se liga preferencialmente aos receptores NK1, e esta interagéo é capaz
de gerar alteragdes inflamatérias e de atuar sobre a transmissao da dor (Munoz e
Covenas, 2013a). Muitos estudos revelaram uma vasta distribui¢cdo de receptores NK1
nao sd no sistema nervoso central dos mamiferos, mas também nos tecidos
periféricos, como nas células endoteliais vasculares, células musculares,
gastrointestinais e genito-urinarias, em células do pulméao, da glandula tirdide, e do
sistema imunoldgico (Wolf et al 1985; Saffroy et al., 1988; Maeno et al 1993; Nakaya
et al 1994; Ebner e Singewald 2006; Ebner et al 2009; Mufoz e Covenas 2011). Esses
receptores podem ser encontrados também em fibroblastos, em células do ligamento
periodontal e em células da polpa (Fristad et al., 2003; Park et al.,2004; Kido et al.,
2005; Caviedes-Bucheli et al.,2006).

No ano de 2006, Caviedes-Bucheli et al. utilizaram-se do ensaio
radioligante com o objetivo de comprovar a presenca de receptores do tipo NK1 no
tecido pulpar humano. Foram comparadas amostras do tecido pulpar de pré-molares
higidos (indicados para extragdo por motivo ortoddntico), de dentes que foram
submetidos a inflamacao pulpar por meio de um acesso cavitario até a camara e
dentes que foram diagnosticados com pulpite irreversivel aguda. Todas as amostras
apresentaram a presenca de receptores do tipo NK1, contudo a maior concentragéo
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destes receptores foi encontrada nas polpas dos dentes diagnosticados com pulpite
irreversivel aguda, seguido pelas amostras da polpa de dentes induzidos a inflamacgéao
e por fim, das polpas de dentes higidos. Tendo-se concluido que a expressao de
receptores para substancia P nos tecidos pulpares é significativamente aumentada

durante fenémenos inflamatérios como a pulpite irreversivel aguda.

Ja os receptores NK2 e NK3 possuem afinidade mais elevada pelos
neurotransmissores NKA e NKB, respectivamente (Snijdelaar et al., 2000; Harrison e
Geppetti, 2001). Apesar de tais preferéncias, estas taquicininas podem atuar em todos
os trés tipos de receptores sob certas condicbes tais como a disponibilidade do
receptor ou a concentracao destas substancias no meio (Sacerdote e Levrini, 2012).

2.4 Substancia P - Funcoes

Apoés se ligar aos receptores NK1 a substancia P regula diversas funcoes

bioldgicas, fisiologicas e patofisiologicas.

A Substancia P tem sido associada a regulacgdes fisiolégicas no sistema
cardiovascular, na dilatacdo do sistema arterial, na sobrevivéncia neuronal e
degeneracao destas células, na percepcao sensorial, na regulacao dos mecanismos
respiratérios, no controle de movimentos, na miccdo e motilidade gastrica e na
salivacdo. Além disso ainda apresenta fungdes em processos fisiopatoldégicos do
cancer, na depressado, em doencas degenerativas do sistema nervoso central, em
inflamacdes e na regulacdo da dor (Unger et al. 1981; Quartara e Maggi 1998;
Samsam et al. 2000; Bang et al. 2003; Ebner and Singewald 2006; Ebner et al. 2009;

Munoz and Covefas 2013a).

A Substancia P também atua como um neurotransmissor ou
neuromodulador no sistema nervoso (Harrison e Geppetti, 2001). Sabe-se, ainda, que
as taquicininas sao capazes de modificar a resposta de diferentes células
inflamatérias, incluindo os mastécitos, granulécitos, linfécitos, mondcitos e
macréfagos (Walsh et al., 1995), apresentando também efeito potencializador da
proliferacao e diferenciacao dos linfocitos, da secrecao de citocinas e da producao de
imunoglobulinas, sendo, portanto, um potente imunomodulador (Hokfelt, Pernow e
Wahren, 2001; Harrison e Geppetti,2001).
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Além disso, substancia P é um importante regulador da motilidade celular
e indutor de quimiotaxia em células como leucécitos e mondcitos. Ela também
estimula a migragéo de células natural killers de maneira dose-dependente (Ruff et
al., 1985;. Schratzberger et al., 1997; Dunzendorfer et al 1998;. Feistritzer et al., 2003).
As plaguetas também expressam a substancia P quando ativadas, além disso, estas
células também expressam receptores NK1, cujo bloqueio por meio de anticorpos

causa inibicao da agregacao plaquetéaria (Graham et al., 2004).
2.5 Substancia P no tecido pulpar

A Substancia P apresenta um importante papel no processo inflamatério
pulpar. Ja foi demonstrado que esta substancia € liberada no tecido pulpar quando
estimulos quimicos, mecanicos ou térmicos sao aplicados ao dente (Caviedes-Bucheli
et al., 2005, 2008, 2010b, 2011; Javed et al., 2015).

Ha trés tipos de fibras nervosas presentes no tecido pulpar, as fibras do
tipo A-beta (sensoriais), A-delta e as do tipo C (responsaveis pela percepgéo da dor).
As fibras do tipo C estdo fortemente vinculada a microinervagcdo da polpa
(Awawdehetal, 2002). Quando estimuladas, as por¢des terminais das fibras C liberam
neuropeptidios, tais como o péptido relacionado com o gene da calcitonina (CGRP),a
NKA e a substancia P (Olgart e Kerezoudis, 1994).

As fibras que se localizam no centro da polpa néo so liberam, mas também
sao reativas a substadncia P. Estas fibras estdo associadas a grandes vasos
sanguineos, enquanto na periferia, elas estao associadas a vasos menores. Por outro
lado, as fibras ndo relacionadas com 0s vasos sanguineos passam pela camada sub-
odontoblastica e espalham-se na pré-dentina e, algumas delas, cruzam esta camada,
chegando na dentina (Rodd e Boissonade 2003), sendo assim, injurias que acometem
a dentina coronaria por vezes, podem promover repercussoes nestas fibras nervosas,

como a liberagéo de substancia P ndo sé na dentina como também na polpa.

A substancia P é sintetizada no corpo neural de fibras C, ela atinge as
porcdes terminais das fibras através de transporte axonal onde é armazenada e/ou
libertada por exocitose, para suas fungdes através da sua ligagao aos receptores NK
situados, como ja foi citado, na maioria das células inflamatorias. Este neuropeptidio



17

induz a liberacdo de mediadores inflamatoérios, tais como a histamina, citocinas,
prostaglandinas e o tromboxanos, aumentando assim a permeabilidade vascular e
ampliando o processo inflamatério (Pernow,1983; Payan,1989; Chancellor-Freeland
et al., 1995; Sacerdote e Levrini, 2012).

Outra importante célula na fisiologia pulpar € o fibroblasto. Elas sao a maior
populacao celular encontrada na polpa e sao responsaveis pela sintese e manutencao
da matriz extracelular, mantendo integra a estrutura deste tecido. Os fibroblastos
também participam de forma central na patogénese da inflamacao pulpar, através da
producdo de citocinas pro-inflamatérias, como as interleucinas, em resposta a
estimulacao bacteriana ou por intermédio da substancia P ( Yang et al., 2003; Patel et
al., 2003; Coil, Tam e Waterfield, 2004; Park, Hsiao e Huang, 2004; Yamaguchi et al.,
2008).

O processo inflamatério leva a um aumento na pressao intra-pulpar, tendo
um efeito direto sobre este tecido, agravado pelo impedimento da expansao da polpa
dentéria devido ao ambiente no qual esté confinada. Isso leva a uma reducao no fluxo
de sangue podendo comprometer a vitalidade pulpar (Kim,1990). Contudo, outros
estudos indicam que a polpa possui um mecanismo de feedback fisiol6gico que atua
de modo contrario ao aumento de pressao no local. Estdo entre estes mecanismos o
aumento do fluxo linfatico e de absorcao do fluido intersticial para capilares em areas
nao inflamadas, razdo pela qual a inflamacgao da polpa pode perdurar por um longo
periodo de tempo restrita a uma area limitada do tecido, sendo que a cura do tecido
pulpar é possivel se medidas adequadas para a remocao do agente irritante forem
tomadas (Heyeraas e Berggreen, 1999).

Apesar de sua acdo na exacerbagdo de processos inflamatérios e na
transducéo da dor, tem sido sugerido que a substancia P também desempenha um
papel significativo na regulacdo homeostatica do tecido pulpar, mantendo o ténus
vascular, assegurando o fluxo sanguineo suave e o fornecimento consistente de
nutrientes para o tecido, atuando também na regulagao da pressao pulpar intersticial
e estimulando o crescimento de células pulpares, tais como fibroblastos e células
similares a odontoblastos (Trantor et al., 1995, Patel et ai. 2003, Park et al., 2004).
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Ja no ano de 1977, Olgart et al., relataram a presenca de substancia P na
polpa dental. Em seu trabalho, os autores revelaram a presenca deste neuropeptideo
em polpas dentais de gatos que foram submetidos a acessos cavitarios até a camara
pulpar, onde houve a coleta do tecido. Também foram coletados dentes higidos dos
mesmos animais, nos quais a presenca de substancia P ndo foi detectada ou
apresentou baixa concentracdo quando comparada as amostras dos dentes
acessados (Olgart et al., 1977).

Bowles et al., em 2003, avaliaram a hipotese da pulpite irreversivel estar
associada com o aumento da atividade de neurbnios sensoriais, medida atraves da
expressao de substancia P imunoreativa. A presenca de substancia P extracelular em
dentes higidos indicados para extracéo foi comparada com a encontrada em dentes
com pulpite irreversivel, necessitando de tratamento endodoéntico. Os niveis
extracelulares de substancia P foram significativamente maiores nos dentes
diagnosticados com pulpite irreversivel. Este achado permitiu que os autores
concluissem que a presenca de mediadores quimicos da inflamacao apresenta
significativa mudanca quando comparadas polpas saudaveis e inflamadas
irreversivelmente e que isso pode contribuir para o aparecimento de sinais e sintomas

clinicos (Bowles et al., 2003).

Em 2005, Caviedes-Bucheli et al., avaliaram a expressao de substancia P
na polpa dental apos preparos cavitarios por meio de radioimunoensaio. A expressao
de substéncia P foi comprada entre polpas de pré-molares higidos e de dentes que
sofreram preparos cavitarios extensos. Apds a extracao destes dentes a presenca de
substancia P no tecido pulpar foi verificada. Os autores concluiram que todos os
dentes apresentaram producao de substancia P e que este neuropeptidio é liberado
em maior quantidade durante os procedimentos odontolégicos comuns (como preparo
de cavidades) e sua expressao pode ter um significado clinico importante em termos
de inflamacao e de dor (Caviedes-Bucheli et al., 2005).

Tendo em vista o importante papel que os neuropeptidios exercem durante
a inflamacéao do tecido pulpar, no ano de 2006, Caviedes-Bucheli et al., avaliaram a
expressao de Substancia P, do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (PRGC),
da NKA, do neuropeptideo Y (NPY) e do Peptideo vasoativo intestinal (PVI) presentes
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na polpa dentaria saudavel e inflamada, através de radioimunoensaio. Amostras de
polpas de dentes com pulpite irreversivel, polpas de dentes saudaveis submetidos a
preparos cavitarios extensos e polpas de dentes saudaveis indicados para extracao
foram comparadas. Os autores concluiram que a expressao de PRGC, Substancia P,
NKA que séo liberadas pelas fibras C e NPY (liberado a partir de fibras simpaticas) é
significativamente maior em polpas inflamadas do que em polpas normais. Além disso,
a expressao do PIV liberado por fibras parassimpaticas ndo se mostrou elevada em

polpas inflamadas (Caviedes-Bucheli et al., 2006).

No ano de 2008, Caviedes-Bucheli et al., verificaram se diferentes
concentracdes de perdxido de hidrogénio em géis clareadores dentais seria capaz de
alterar a expressao de substancia P no tecido pulpar. Os niveis de substancia P foram
medidos através de radioimunoensaio. Péde-se concluir que todos os sistemas de
clareamento dental aumentaram significativamente a expressdo em substancia P na
polpa dental humana, quando comparadas ao controle negativo (Caviedes-Bucheli et
al., 2008).

Com o objetivo de comparar a concentracao de substancia P e de PRGC
em polpas de dentes com pulpite irreversivel assintomatica e de dentes com pulpite
irreversivel sintomatica, Sattari et al., 2010, utilizaram ensaio imuno-enzimatico e
polpas de dentes higidos como controle. Estes autores detectaram a presenca de
substancia P em todos os grupos, porém, existe uma diferenca estatisticamente
significativa entre a concentragédo de substancia P em dentes com pulpite irreversivel,
em relacédo ao controle. Contudo, ndo houve diferenca entre os niveis de substancia
P nos grupos com e sem sintomatologia (Sattari et al., 2010).

Ainda no ano de 2010, Caviedes-Bucheli et al., verificaram a expressao de
substancia P na polpa dental apés o processo de hibridizacdo em dentes com preparo
cavitarios classe V. Estes adesivos aumentaram a liberacao de substancia P, sendo
que os adesivos do tipo auto-condicionantes apresentaram maior liberacdo de
substancia P em comparagcdo com os adesivos de 2 passos (Caviedes-Bucheli et
al.,2010b).

No ano de 2011, estes autores verificaram a expressao de substancia P

diante de um trauma oclusal causado propositadamente em dentes saudaveis
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indicados para extracao por motivos ortodénticos. Concluiu-se que tal interferéncia
aumentou a expressao de substancia P tanto na polpa dentaria humana como no
ligamento periodontal, quando comparada ao grupo controle de dentes higidos
(Caviedes-Bucheli et al.,2011).

Em 2013, foi comparada a expressao de substancia P em polpas de dentes
submetidos a uma restauracao classe V com cimentos de ionémero de vidro, com
cimentos adesivos, polpas de dentes submetidos somente ao preparo cavitario e
controles negativos. Uma maior quantidade deste neuropeptidio foi encontrada no
grupo submetido a restauragdo com cimentos adesivos, seguido pelo grupo do
cimento de ionédmero de vidro, e por fim, o grupo que foi submetido somente ao
preparo cavitario. Todos estes grupos apresentaram expressdao de substancia P

significativamente superior ao grupo controle (Caviedes-Bucheli et al.,2013Db).

No ano de 2015, Javed et al. fizeram uma revisdo sistematica sobre a
influéncia das forcas ortoddnticas na polpa dental, mostrando que diversos artigos
relacionam a influéncia de forgas ortodénticas e as respostas celulares da polpa
dentdria humana, que através da liberagdo de neurotransmissores e células
inflamatoérias podem ocasionar calcificacées, alteracées vasculares e fibroses. (Javed
et al.,2015).

Por outro lado, a substancia P também desempenha um papel importante
na reparacao de polpa ap6s uma lesdo. A reparagdo de tecidos induzida pela
substancia P decorre das propriedades quimiotacticas deste neuropeptidio, que
favorece o recrutamento de varias linhagens celulares mieldides, linféides, células
dentriticas, macrofagos, células progenitoras epiteliais e células tronco da polpa
dentaria. A substancia P também promove a diferenciacéo e proliferacdo de células
endoteliais, essenciais ao processo de reparagado tecidual (El Karim et al., 2009;
Kohara et al., 2010).

Além disso, a substancia P também regula a angiogénese no tecido pulpar,
quando relacionada a capacidade deste tecido de se proteger da acdo mecanica de
traumas oclusais ou simplesmente da mastigacao. Neste processo estao envolvidas
acles diretas (modulagéo do crescimento de células endoteliais) e indiretas (atraindo
células com potenciais angiogénicos para o local da lesdo) da substancia P. O tecido
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da polpa dentaria humana responde ao trauma oclusal e a fungdo mastigatoria por
meio de um fenémeno inflamatério neurogénico no qual a substancia P desempenha
um papel importante por meio de seus mecanismos diretos e indiretos de angiogénese
através da sua agdo quando ligada a seus receptores NK1 em diferentes tipos
célulares, tais como fibroblastos, células endoteliais e em células inflamatodrias,
levando a formacéao de novos vasos sanguineos, essenciais para a formacgao de tecido
mineralizado como um mecanismo de defesa do tecido pulpar (Caviedes-Bucheli et
al.,2016).

2.6 Producao de substancia P pelo ligamento periodontal

E amplamente aceito que varios fatores podem ativar e/ou sensibilizar os
nociceptores em locais de lesdes teciduais e a inducao da liberacao de neuropeptidios
na regidao (Seybold, 2009) e no tecido periodontal ndo é diferente. J& foi demonstrado
por diversos estudos que estimulos mecanicos, como o trauma oclusal e a
movimentacgao ortodéntica podem induzir a producao de substéncia P ndo apenas no
tecido pulpar, como também no ligamento periodontal. A liberacdo de substancia P
nos tecidos periodontais pode levar a uma mudancga no metabolismo tecidual, gerando
alteracoes vasculares, metabdlicas e em nervos, diretamente relacionadas a resposta
inflamatéria (Kvinnsland, Heyeraas e Ofjord, 1989; Kim, 1990; Kvinnsland, Heyeraas
e Byers, 1992; Caviedes-Bucheli et al. 2008, 2011).

A interacao da substancia P com receptores de membrana especificos
presentes em células inflamatérias, como linfécitos, granulécitos e macréfagos, em
vasos sanguineos, € capaz de induzir a vasodilatacdo periférica, 0 aumento da
permeabilidade vascular e extravasamento de plasma, além de estimular a produgéo
de citocinas pro-infamatérias como interleucina 1, interleucina 6, fator de necrose
tumoral e mediadores como a prostaglandina e o tromboxano, levando também a
liberacao de nociceptores e assim, a estimulos dolorosos (Moriarty et al., 2001). Esta
é a principal funcao da substancia P nos tecidos periapicais.

Assim, a substancia P pode ser considerada como um importante mediador
da inflamacéo e hiperalgésia associada a lesdes em diversos tecidos e podendo ser

o alvo nas terapias destinadas a controlar dor e minimizar consequéncias deletérias
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de lesdes a estes tecidos, como no caso do extravasamento de material obturador,
produto muitas vezes citotoxico, no espaco do ligamento periodontal. A figura 1
apresenta um esquema de acao da substancia P nos tecidos periapicais.

Figura 1. Esquema representativo da producao de substancia P nos tecidos periapicais e a cascata de
eventos que sucede a liberagao deste neurotransmissor.
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Diversos artigos da literatura demonstram que varios tipos de estimulos
nocivos sao capazes de estimular a producdo de substancia P por células do
ligamento periodontal.

Em 2010, Caviedes-Bucheli et al., estudaram o efeito da instrumentacao
com trés tipos diferentes de sistemas rotatorios na liberagdo de substancia P e do
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (PRGC) no ligamento periodontal
humano. Eles concluiram que a expressao de substancia P e do PRGC no ligamento
periodontal aumenta quando os dentes sdo instrumentados com os sistemas
rotatérios ProTaper Universal e Race, bem como com a instrumentacdo manual.
Contudo, as limas do sistema rotatério Mtiwo mantém os niveis de substancia P e
PRGC similares aos do controle negativo (Caviedes-Bucheli et al., 2010b).

Ja no ano de 2011, estes pesquisadores avaliaram a expressdo de
substancia P em células da polpa dental e do ligamento periodontal de dentes
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submetidos ao trauma oclusal. Os autores concluiram que tal interferéncia aumentou
a expressao de substancia P na polpa e no ligamento periodontal, e que as respostas
destes tecidos ao trauma oclusal podem ser mediadas por este neuropeptidio através
de sua interagdo com o receptor NK1 constituindo uma potencial explicagéo para as
mudancas inflamatérias e degenerativas que ocorrem nestes tecidos (Caviedes-
Bucheli et al.,2011).

No ano de 2013, Caviedes-Bucheli et al. verificaram o efeito da
instrumentacao reciprocante na liberacdo de substancia P e PRGC em células do
ligamento periodontal e concluiram que houve um aumento na produgédo de
substancia P e de PRGC quando os dentes foram instrumentados com limas do
sistema WaveOne (Dentsply Tulsa Dental Specialties, Tulsa, OK, EUA), bem como
através da instrumentagdo manual. Contudo, instrumentos do sistema Reciproc
(VDW, Munique, Alemanha) mantiveram os niveis de substancia P e PRGC similares
aos do controle negativo (Caviedes-Bucheli et al.,2013).

A relacao estreita entre o ligamento periodontal e a polpa tem sido
considerada como sinérgica. Assim, uma vez que os tecidos periodontais séo
acometidos pela inflamacéo decorrente de estimulos mecénicos, a inflamacéo é
rapidamente dissipada para a polpa dentaria. Da mesma forma, qualquer inflamacéao
que inicialmente afete a polpa sera dissipada para os tecidos periodontais. Este tipo
de inflamacéo é de natureza neurogénica porque o sistema nervoso controla tanto o
sistema vascular quanto as respostas do sistema imunoldgico (Caviedes-Bucheli et
al., 2016).

Por conseguinte, verifica-se que é viavel a hipotese de que materiais
obturadores, que possuem potencial de injaria quimica e fisica, sejam capazes de
sensibilizar as células do ligamento periodontal para a producao de substancia P.

2.7 Dor pés-operatdria e extravasamento de material obturador

Um problema frequente na endodontia é a dor pds-operatéria, que pode
variar desde uma sensibilidade de baixa intensidade ao morder sobre o dente, até
uma dor severa diante de um leve toque. Podem ser diversas as causas para tal

sintomatologia, sendo estas iatrogénicas ou ndo. Fatores como a



24

sobreinstrumentacdo, o extravasamento de irrigantes, extrusdo bacteriana e até a
sobreextencédo e a sobreobturacao podem desencadear o desenvolvimento da dor
poOs-operatoria, podendo inclusive gerar um flare-up (Reddy e Hicks, 1998; Ferraz et
al., 2001; Siqueira, 2003; Er, Sumer, Akpinar, 2005; Leonardi, Atlas e Raiden, 2007;
Sipaviciute e Maneliene, 2014).

Embora, alguns autores relatem a possibilidade de dor pés-operatéria em
casos de sobreobturacdao e/ou sobreextencdo (Siqueira Jr, 2003; Sipaviciute
e Maneliene, 2014), outros autores nado corroboram com tal afirmacédo (Sadaf
e Ahmad, 2014).

No ano de 2003, Siqueira Jr publicou uma revisdo de literatura, onde
relatava os fatores microbiologicos causadores de flare-up e de dor pds-operatoria.
Neste estudo foi apontado a extrusao de debris contaminados como uma das causas
desta sintomatologia, sendo decorrente tanto de sobreinstrumentagcdo, como de
sobreobturagao (Siqueira Jr, 2003).

Em 2014, Sipaviciute e Maneliene escreveram uma revisao sobre dor e
flare-up apos o tratamento endodontico. Eles ressaltaram que a dor apés o tratamento
endoddntico pode ser ocasionada nao apenas pela extrusdo de substancias
irrigadoras ocasionadas pela sobreinstrumentacao, como também pela extrusdo de

materiais obturadores (Sipaviciute e Maneliene, 2014).

Em contrapartida, em 2014, Sadaf e Ahmad avaliaram os fatores
relacionados a dor poés-operatéria em uma pesquisa clinica com 140 pacientes
indicados para tratamento endodéntico. Eles concluiram que nem o nivel da obturacao
ou a extrusdo de cimento endoddntico apresentaram-se relacionados a dor pos-
operatéria (Sadaf e Ahmad, 2014).

O sucesso a longo prazo no tratamento endodontico é diretamente
relacionado a obturacdo tridimensional do canal radicular. O preenchimento
incompleto do espago do canal € uma das principais causas de falha na endodontia
(Gulabivala e Leung, 1994), sendo o selamento apical através de uma leve
sobreextengao na obturagao (também conhecida como “puff” ou “flow”) um importante

fator contribuinte para o sucesso do tratamento, pois promovem o selamento dos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gulabivala%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7995447
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leung%20SF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7995447
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forames apicais. Evidéncias indicam que a sobreextensdo de materiais obturadores
nao parece ter correlacdo com o insucesso do tratamento endodontico, uma vez que
seja estabelecido um ambiente no qual ndo haja infeccdo (Sjogren et al., 1997;
Bystrom et al., 1987).

Através do selamento apical adequado, busca-se a promog¢do de um
ambiente biologicamente favoravel ao reparo ou prevencdo das lesbes
perirradiculares impedindo a micro-infiltracdo do exsudato perirradicular para o interior
do canal e evitando que micro-organismos tenham acesso aos tecidos periodontais
apicais, através do aprisionamento de espécies remanescentes, resistentes aos
procedimentos limpeza e modelagem do sistema de canais radiculares, ou

inacessiveis nos tubulos dentinarios (Sundqvist et al., 1998; Figdor e Sundqvist, 2007).

Apesar de haver certo receio por parte de endodontistas sobre o contato
dos cimentos endoddnticos com os tecidos periapicais, estes podem ser considerados
seguros por desencadearem, na maioria das vezes, reacao inflamatéria transitéria
(Bodrumlu, 2008; Gomes- Filho 2007; Kaplan et al., 2003).

Quando os materiais obturadores sdo extruidos, seu destino dependera de
sua solubilidade nos fluidos e de sua susceptibilidade a fagocitose similarmente sua
influéncia no progndstico do tratamento dependera diretamente de sua
biocompatibilidade. Ja foi sugerido na literatura que as menores taxas de cura
periapical associadas a sobreobturacéo resultam da citotoxicidade dos materiais ou
de uma inflamagéao imune do tipo corpo estranho (Nair et al., 1990; Ricucci et al., 2009)

Neste contexto, a producao de substancia P decorrente do extravasamento
de material obturado permanece desconhecida, ja que, ainda nao ha trabalho
publicado que quantificasse ou verificasse a produgéo de substancia P por células do
ligamento periodontal, induzidos pelo extravasamento de material obturador.

2.8 Citotoxicidade dos materiais obturadores

A maioria dos tratamentos endodénticos promovem o preenchimento do
sistema de canais radiculares com guta-percha em combinacdo com um cimento
endoddntico que sdo componentes essenciais da obturacdo para estabelecer uma
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vedacao estanque a fluidos. A principal fungdo do cimento endodéntico é preencher
0S espacos entre o nucleo da obturacao (guta-percha) e as paredes do canal radicular,
em uma tentativa para formar uma massa Unica de material obturador sem espacgos
vazios (Chhabra et al., 2011). E esperado que o cimento preencha as irregularidades
e pequenas discrepancias entre a guta-percha e as paredes dos canais principal,
canais acessorios e deltas apicais. Por sua acao bactericida, também é esperado que
o cimento endodéntico destrua bactérias remanescentes do preparo quimico-
mecanico (Grossman, 1958). Devido a possivel extrusdo dos cimentos obturadores
além do forame apical, estes materiais, por vezes, permanecem em contato intimo
com o tecido periapical por um periodo prolongado e, por isso, a biocompatibilidade
dos cimentos endoddnticos € um importante fator a ser considerado pelo endodontista
na escolha do material a ser usado. Os cimentos endodénticos que podem ser
encontrados atualmente sédo a base de 6xido de zinco e eugenol, hidréxido de calcio,
dimetil polissiloxano, resina epo6xi, cimentos a base de silicato de calcio e
bioceramicos. Eles exibem graus variaveis de citotoxicidade e a maioria desses
cimentos exerce algum efeito téxico (Schwarze, Leyhausen e Geurtsen, 2002;
Brackett et al.,2009; Silva et al., 2012; Silva, Santos e Zaia, 2013; Silva et al. 2015). A
variabilidade nos tipos destes materiais surgiu através da necessidade de encontrar-
se cimentos com propriedades fisicas, quimicas e biolégicas desejaveis.

Os cimentos a base de é6xido de zinco e eugenol possuem atividade
antibacteriana, efeito anestésico e anti-inflamatério devido ao eugenol. No entanto, o
eugenol também apresenta citotoxicidade e, em baixa concentracao, inibe a atividade
nervosa de forma reversivel. O extravasamento de uma grande quantidade deste
cimento para os tecidos perirradiculares permite uma maior difusdo de eugenol, que
tende a exercer suas propriedades deletérias, podendo interferir negativamente no
processo de reparo tecidual (Lopes e Siqueira, 2015). Sao encontrados na literatura
diversos relatos sobre o potencial citotoxico deste tipo de cimento (Trichés et al.,
2013).

Trichés et al., em 2013, constataram reacdo inflamatéria do tecido
subcutaneo de ratos expostos a um cimento a base de 6xido de zinco e eugenol, o
Endomethasone N (Septodont, Saint Maur des Fosses, Franga), quando comparado
a outro cimento a base de 6xido de zinco e eugenol, o Endofill (Dentsply, Petropolis,
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Brasil) ou ao Sealer 26 (Dentsply Detrey, Konstanz, Alemanha), a base de hidréxido
de célcio. Foi concluido neste estudo que os cimentos sao irritantes, mas também que
sua toxicidade diminuiu com o tempo, independentemente do cimento analisado.
Também constatou-se que os cimentos endoddnticos a base éxido de zinco e eugenol
séo tdo bem tolerados pelo tecido quanto o cimento a base de hidroxido de calcio
(Trichés et al.,2013).

Em 2015, Javidi et al., avaliaram a citotoxicidade de um cimento a base de
oxido de zindo e eugenol nanoparticulado, comparando-a com ao cimento Pulpodent
(Pulpdent, Watertown, MA, EUA), também a base de éxido de zinco e eugenol e ao
cimento AH-26 (Dentsply, De Trey, Konstanz, Alemanha), a base de resina epoxi.
Segundo os resultados pode-se concluir que o cimento nanoparticulado possuia

citotoxicidade similar ao Pulpodent e inferior ao cimento AH-26 (Javidi et al., 2015).

J& os cimentos a base de hidroxido de calcio sao preconizados,
principalmente, devido aos efeitos bioldgicos benéficos associados a sua composicao
base. Porém, no sentido fisico-quimico, o hidroxido de célcio em si apresenta alguns
inconvenientes, uma vez que néo é radiopaco, tem pouco escoamento, ndo apresenta
viscosidade, € permeavel e solubilizado com o tempo (Lopes e Siqueira, 2015).Como
ja foi dito, devido as suas excelentes propriedades bioldgicas, este cimento apresenta
boa biocompatibilidade, apesar de sempre ser relatada alguma resposta inflamatéria
(Trichés et al., 2013; Konjhodzic-Prcic et al., 2015).

No ano de 2015, Konjhodzic-Prcic et al., realizaram um estudo in vitro
avaliando a citotoxicidade de quatro cimentos endodonticos em linhagem celular de
fibroblastos humanos por meio de andlise da viabilidade celular. Neste estudo, o
cimento a base de hidréxido de célcio apresentou viabilidade celular de 95,6% apds
24 horas, 89,6% ao fim de 48 horas e 92,1% a 97,6% ao fim dos sete dias, o que
aponta que este cimento é ligeiramente citotéxico. Concluiu-se que todos os quatro
cimentos testados demonstraram efeitos de citotoxicidade diferentes nas culturas de
fibroblastos gengivais humanos, mas, em todas, a citotoxicidade era leve (Konjhodzic-
Prcic et al., 2015).

Escassos e conflitantes sdo os estudos avaliando as propriedades dos
cimentos a base de dimetil polissiloxano (Lopes e Siqueira, 2015), o principal
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representante desta classe de materiais € o cimento Guttaflow 2 (Coltene/ Whaledent,
Langenau, Germany). Contudo, pode-se encontrar alguns trabalhos que apresentam
a avaliacao de sua citotoxicidade (Bouillaguet et al., 2006; Silva et al., 2015).

No ano de 2006, Bouillaguet et al., avaliaram a citotoxicidade de trés tipos
diferentes de cimentos endodénticos (resina epoxi, poliéster e silicone) e constataram
gue a maioria dos materiais apresentaram algum risco citotoxico e que a citotoxicidade
geralmente aumentou com tempo. Apbs 72 horas de presa, o cimento a base de
dimetil polissiloxano apresentou-se significativamente menos tdxico quando

comparado aos outros materiais (Bouillaguet et al., 2006).

Em 2015, Silva et al., compararam a citotoxicidade, a atividade gelatinolitica
e 0s niveis de metaloproteina 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9) em fibroblastos 3T3, apds
estimulacdo com um cimento a base de dimetil polissiloxano (Guttaflow 2) e outro de
resina epdxi (AH Plus). Os resultados demonstraram que Guttaflow 2 ndo apresentou
efeitos citotoxicos e ndo induz a expressao de MMP-2 e MMP-9 (Silva et al., 2015).

Os cimentos a base de resina epdxi em geral possuem boa capacidade
seladora apical e excelente comportamento histolégico, permitindo o selamento
biolégico pela deposicéao de tecido cementdide (Lopes e Siqueira, 2015). No entanto,
encontram-se diversos estudos relatando a citotoxicidade deste cimento (Er et al.,
2017; Collado-Gonzalez et al., 2017).

Em 2012, Ashraf et al. apresentaram um estudo onde o objetivo foi avaliar
a citotoxicidade de trés cimentos a base de resina epdxi, que ndo demonstratam
diferencas significativas entre a viabilidade celular nas culturas de fibroblastos
expostos aos diferentes cimentos (Ashraf et al, 2012).

Em 2013, Silva et al., analisaram sete tipos diferentes de cimentos na
viabilidade de fibroblastos. Eles concluiram que os cimentos endodénticos avaliados
apresentaram diferentes graus de citotoxicidade, principalmente quando recém
manipulados. Os cimentos a base de silicone ndo apresentaram efeitos citotoxicos
quando recém-misturados e nos outros tempos de presa avaliados. O cimento a base
de agregado trioxido mineral (MTA) foi associado a menor viabilidade celular, quando

comparado aos outros cimentos, sendo assim, considerado o mais citotoxico. O
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cimento a base de resina epdxi apresentou boa biocompatibilidade (Silva et al.,
2013a).

Os cimentos a base de silicato de calcio, inicialmente eram compostos
apenas por aqueles derivados do MTA. Em geral apresentavam selamento marginal
de longa duragéo, alta radiopacidade e capacidade de estimular a formagéao de tecido
duro no apice, baixa expansao de presa, baixa solubilidade nos tecidos e tempo de
trabalho apropriado (Lopes e Siqueira, 2015).Na literatura, encontram-se diversos
relatos sobre o principal representante desta classe de materiais, o MTA Fillapex
(Angelus, Londrina, PR, Brasil) como nao possuindo boa compatibilidade biol6gica
com o tecido periapical, apresentando, geralmente, uma baixa taxa de viabilidade
celular (Silva, Santos e Zaia, 2013a; Silva et al., 2013b; Assmann et al., 2015).

Em 2013, Silva et al. avaliaram as propriedades fisico-quimicas do MTA
Fillapex e de um cimento a base de resina epdxi. Em todos os tempos de presa
testados o cimento a base de MTA mostrou-se mais citotdéxico do que o cimento

resinoso.

Em relag@o aos cimentos bioceramicos, que também séo a base de silicato
de caélcio, ainda sdo materiais novos e, por isso, poucas informa¢des concretas sobre
suas propriedades bioldgicas estdo disponiveis, sendo o EndoSequence BC Sealer
(Brasseler, Savannah, GA, EUA) o principal representante desta classe.

Candeiro et al.,, em 2015, avaliaram algumas caracteristicas do cimento
bioceramico EndoSequence BC Sealer e quando a citotoxicidade foi avaliada, em uma
cultura de fibroblastos, os autores concluiram que, comparado ao AH Plus, este

cimento foi menos citotdxico.

Em 2016, Silva et al., avaliaram a citotoxicidade dos cimentos a base de
silicato de calcio, EndoSeal (Maruchi, Wonju, Coréia) e EndoSequence BC Sealer
(Brasseler, Savannah, GA, EUA) comparando-os com o MTA Fillapex, material
considerado como controle positivo e com o AH Plus, considerado padrdao ouro e
pouco citotoxico. Os resultados demonstraram que os cimentos Endoseal,
EndoSequence BC sealer e o AH Plus foram bem tolerados pela linhagem celular de
fibroblastos (Silva, Zaia e Peters, 2016a).
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A guta percha, por sua vez, é o material sélido mais utilizado para obturagao
do sistema de canais radiculares. A literatura demonstra que este material é bem
tolerado pelos tecidos perirradiculares (Lopes e Siqueira, 2015). Os casos onde o
cone de guta percha ultrapassa os limites do forame apical, pode ocorrer a formacéo
de capsula fibrosa envolvendo ou, em casos onde o calibre do cone € muito pequeno,
é possivel que ele seja reabsorvido por macrofagos ou que haja sua solubilizagéo.
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3 PROPOSICAO

As finalidades desta pesquisa encontram-se fundamentadas nos seguintes
objetivos:

3.1  Objetivo geral

O objetivo precipuo foi avaliar a expressao do neuropeptidio substancia P
e de seu receptor NK-1 em fibroblastos da linhagem MRC-5 cultivadas na presenca
de extratos dos cimentos endoddnticos AH Plus (Dentsply International Inc., York, PA,
EUA), Endométhasone N (Septodont, Saint Maur des Fosses, Franca), Endoseal

(Maruchi, Wonju, Coréia) e MTA Fillapex (Angelus,Londrina,PR,Brasil).
3.2 Obijetivos especificos

Verificar a citotoxicidade dos cimentos endodénticos supracitados através do
ensaio de captagédo do corante Tetrazoliun (atividade metabdlica mitocondrial),
para a verificacdo da porcentagem de células viaveis em cada uma das
diluicbes dos extratos destes cimentos;

Quantificar a substancia P, presente no meio de cultura dos fibroblastos
expostos aos extratos de diferentes cimentos endodénticos por meio do ensaio
de ELISA.

Verificar o nivel de expressdo dos genes TAC1 e TACR1 em fibroblastos
expostos aos extratos de diferentes cimentos endoddnticos por meio do método
da PCR em tempo real.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Materiais Endodonticos

Os cimentos endodénticos utilizados foram: AH Plus, Endométhasone N,
Endoseal e MTA Fillapex. Foram preparados discos de cada material sob condicoes
assépticas em um molde de silicone estéril e inerte, com 5 mm de diametro e 2 mm
de altura, utilizando-se uma razao entre a superficie do cimento e o volume do meio
de aproximadamente 150 mm?/mL, conforme recomendacgdo da normal ISO 10993-
12. O material excedente foi removido com uma lamina de bisturi estéril. Os materiais
foram acondicionados por 24 horas em estufa a 37° C, para que tomassem presa e
fosse possivel realizar a remocado dos moldes de silicone. Apdés a remogao foi
realizada o extrato dos diferentes cimentos endoddnticos em meio Dulbecco’s
modified Eagle’s médium — DMEM (PAA, Alemanha) com 10% soro fetal bovino,
penicilina e estreptomicina a 37°C em um estufa de CO2 (5% COgz). Durante a
producdo dos extratos, 0os materiais permaneceram em uma temperatura constante
de 37° C por 24h.

4.2 Células e meio

Neste estudo foram utilizados fibroblastos da linhagem MRC-5 (Figura 2).
Estas células foram inicialmente cultivadas em meio DMEM com 10% soro fetal
bovino, penicilina e estreptomicina a 37°C em uma estufa de CO2 (5% CQO2) em
garrafas de 75cm? até que atingissem pelo menos 80% de confluéncia. Um total de
3x 10° células e 1x10° células foram cultivadas em cada pogo de uma placa de cultura
com 6 pocos e de 24 pocos respectivamente. As placas de 6 pocos foram utilizadas
quando a cultura celular era realizada com o objetivo de fornecer amostras para a
realizacdo do ensaio de Elisa e para o PCR em tempo real. Ja a placa de 24 pocos foi
utilizada para a realizacdo do ensaio de captacao do corante Tetrazoliun (atividade
metabdlica mitocondrial). A contagem foi realizada em camera de Neubauer e a
viabilidade dessas células confirmada com corante azul de tripan (Sigma, EUA). As
células foram plagueadas 24 horas antes de iniciar o experimento, para formagao de
uma monocamada celular com aproximadamente 80% de confluéncia. Apés as 24

horas as células foram expostas aos extratos dos materiais obturadores por um
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periodo adicional de 24 horas. O controle negativo foi a linhagem celular sem a
exposicao ao extrato de nenhum material obturador endodontico.

Figura 2. Fibroblastos da linhagem MRC-5 em aumento de 20x: A. Fibroblastos em aumento
de 10x: B.

e

4.3 Ensaio de captacao do corante Tetrazolium (atividade metabdlica
mitocondrial)

A avaliacao de citotoxicidade foi realizada de acordo com as normas de
padrado internacional 1ISO 10993-5. Inicialmente, diluicbes seriadas dos extratos dos
cimentos com meio de cultura foram realizadas previamente a exposicdo aos
fibroblastos, sendo elas: 1:1; 1:2; 1:4; 1:8 e 1:16. As células ja haviam sido cultivadas
nas condi¢des expostas no tdpico anterior. A atividade mitocondrial foi quantificada a
partir do MTT Assay Kit (ATCC, Virginia, EUA). Este ensaio foi realizado com o
objetivo de obter-se a porcentagem de células viaveis em cada uma das dilui¢des dos

extratos.

Apoés o contato das células com os extratos dos materiais obturadores, o
meio foi aspirado e as células foram lavadas 2 vezes com 1ml de PBS estéril. Foi
adicionado a todos os pocos 1 ml da solucdo de MTT (0,5mg/ml). Apoés a incubacao
por 2h, foi retirada toda a solucao de MTT e foi adicionado a todos os pocos 500 pl de
DMSO estéril. As placas foram agitadas por 5 minutos e foram deixadas descansar
por mais 5 minutos para a estabilizacdo da cor, protegidas de luz. Foram, entao,
retiradas aliquotas de 100ul de cada uma das amostras, as quais foram transferidas
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para uma placa de 96 pogos para a leitura no leitor de microplaca. A absorbancia foi
medida em 540 nm. Todo este procedimento foi realizado em triplicata.

4.4 Determinacao das porcentagens de viabilidade celular

Os valores de densidade ética obtidos pelo ensaio captacao do corante
Tetrazolium foram convertidos em percentuais de vitalidade celular referente ao grupo
controle. Assim, foi possivel obter-se a porcentagem de células vivas em cada uma

das cinco diluicées dos cimentos avaliados.
4.5 Ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA)

Os fibroblastos da linhagem MRC-5 foram entdo novamente cultivados sob
as especificacoes ja citadas no item 4.1. As células foram plagueadas em placas de 6
pocos 24 horas antes de iniciar o experimento, para formagado de uma monocamada
celular com aproximadamente 80% de confluéncia. Apds as 24 horas as células foram
expostas aos extratos dos materiais obturadores nas diluicbes 1:4 e 1:8, por um
periodo de 24 horas. Estas diluicoes foram selecionadas, pois nelas apresentou-se
viabilidade celular superior a 50% em trés dos quatro cimentos testados, sendo assim,
haveria células para a producdo da substancia P, porém também existiria uma
condicao de toxicidade por parte dos materiais. Apds este periodo o meio de cultura
foi coletado e armazenado em criotubos em um freezer sob a temperatura de -80°C
para posterior realizacdo do ensaio ELISA com o kit especifico (R&D Systems,
Minneapolis, MN), ID KGEO007, para detectar substancia P de acordo com as

instrucOes do fabricante.

46 PCRem tempo real

4.6.1 Extracdao do RNA

A extracao dos RNAs totais das amostras foi realizada de acordo com o método
do Trizol (Invitrogen) com algumas modificacées. Basicamente, cada amostra foi
homogeneizada com 1uL de glicogénio (20ug/uL) e em seguida incubada por 5
minutos a temperatura ambiente. ApGs esta incubacéo foi adicionado 160uL de
cloroférmio e ap6s centrifugacao por 5 minutos para separar as fases, a fase superior,
que contém o RNA, foi transferida para outro tubo. A partir desta etapa foi utilizado o
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protocolo kit de extragdo de RNA PureLink RNA Mini Kit (12183018 A; Invitrogen) de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Apds a extracao, todos os RNAs obtidos
foram quantificados em espectrofotdémetro Bio-Spec-mini (Shimadzu).

4.6.2 Sintese de cDNA

Para a confecgcdo das moléculas de cDNA, 0,3ug de RNA total foi
submetido a acdo da enzima SuperScript IV utilizando o First Stand Synthesis System
kit conforme as condi¢des fornecidas pelo fabricante. Resumidamente, a 10 yL de
RNA de uma solugédo de RNA e agua DEPC foi adicionado 1uL de primer Oligo dT
(500ug/mL), 1uL de Random Primer e 1uL de dNTPs (10mM) (/nvitrogen). Essa
mistura foi incubada a 65°C durante 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 4puL
de 5x SS IV Buffer, 1uL de DTT (0,1M), 1 pl de Ribonuclease Inhibitor e 1uL de Super
Script IV reverse transcriptase (200U/uL) seguido de incubagao por 10 minutos a
23°C, 10 minutos a 55°C e de 10 minutos adicionais a 80°C. Foi adicionado 1ul de
RNaseH a por 20min a 37°C. Terminada a reacao, o produto da sintese foi diluido 10X

pela adicdo de 180uL de agua livre de RNAse.

Como controle de qualidade dos cDNA foi amplificado um fragmento do gene
ACTB (NM 001101), com a utlizacdo dos primers ACTB-F (5'-
GCTCGTCGTCGACAACGGCTC-3") e ACTB-R (5-
CAAACATGATCTGGGTCATCTTCTC -3'). Para isto foram utilizados 2uL de cDNA
diluido, 2,5uL de tampéao de reacdo 10X; 1uL de MgCl2 (50mM); 5uL de dNTPs
(10mM) (Invitrogen); 0,25 uL de cada primer (20uM) e 1U de Taq DNA Polymerase
Platinum (Invitrogen) em um volume final de reacdo de 25uL. As condi¢cOes de
amplificagdo foram as seguintes: desnaturagdo inicial por 2 minutos a 94°C, seguida
de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 57°C por 45 segundos e 72°C por 45 segundos,
com uma fase de alongamento final a 72°C por 7 minutos.

Os produtos de PCR foram avaliados através de eletroforese em gel de
agarose 1,5% e corado pelo GelRed.
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4.6.3 Quantificacao da expressao génica por meio de PCR em tempo real

As reacgbes de PCR em Tempo Real foram realizadas no aparelho Quantstudio
7 PCR System (Applied Biosystems, Foster City, U.S.A.) para os genes TAC1 e
TACR1. Os ensaios TagMan utilizados foram ID Hs00243225_m1 para TAC1 e HS
00185530_m1 para TACR1 (Applied Biosystems). As reacdes foram realizadas em
um volume total de 20 uL contendo 2uL da solugdao de cDNAs, 7,0 uL de agua, 10uL
de 2x PCR Master Mix ABI (Applied Biosystems) e 1,0 uL de cada ensaio TagMan.

As condic6es de amplificagao utilizadas foram: 50°C por 2min, 95°C por 10 min
seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15s e 60°C por 1min.

Para o célculo da quantificagado relativa do nivel de expressao foi utilizado o
método do 244Ct (Livak e Schmittgen, 2001). O método do 224Ct ou método
comparativo de Ct € uma equacdao matematica onde as mudangcas na expressao
génica sdo calculadas baseadas nas diferengas entre as amostras calibradoras
(controle negativo) e as experimentais (expostas aos extratos dos cimentos),
normalizadas por uma referéncia. Vale destacar que o valor inferido a ACt equivale a
diferenga entre o valor da média dos Cts do gene de interesse e a média dos Cts do
gene normalizador. Ja o calculo da férmula AACt envolve a subtragdo entre o valor de

ACt para cada amostra experimental e o valor de ACt para as amostras calibradoras.

Para a analise da expressao dos genes TAC1 e TACR1 foi utilizado o gene
GAPDH (TagMan-FAM/MGB) como normalizador. Todas as reagdes foram realizadas
em triplicata, sempre com a presenca um controle negativo, reagcdo onde foram

adicionados todos os reagentes exceto os cDNAs.
4.7 Analise estatistica

Os resultados do ensaio de citotoxicidade foram submetidos ao teste
Kolmogorov—Smirnov para testar a normalidade da amostra. Os dados foram entédo
analisados pela analise de variancia one-way (ANOVA). A diferenca estatistica entre
os grupos foi avaliada utilizando-se o teste de Tukey com o nivel de significancia
estabelecido em 5%. Os dados foram analisados pelo software SPSS (SPSS Inc.,
Chicago, IL, EUA).
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Considerou-se como hipétese nula a auséncia de citotoxicidade dos
cimentos endodénticos, assim como a ndo producdo da substdncia P pelos
fibroblastos e a expressao normal dos genes TAC1 e TACR1 da linhagem de
fibroblastos MRC-5.
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5 RESULTADOS
5.1 Citotoxicidade dos cimentos endodonticos

Todos os cimentos endodonticos avaliados apresentaram efeitos
citotdéxicos a cultura de fibroblastos MRC-5. Estes efeitos foram dose-dependentes e
em niveis distintos para cada tipo de cimento avaliado. O gréfico 1 apresenta os
valores dos percentuais das médias e desvio padrdes de viabilidade celular apds a

exposicao das células aos extratos dos cimentos.

Gréfico 1 - Média e desvio padrao da viabilidade celular dos fibroblastos expostos
aos extratos dos cimentos endodénticos nas cinco diluigbes avaliadas.

Viabilidade Celular

100 4
mm AH Plus

Endoseal
mm Endomethasone N
MTA Fillapex

% referente ao grupo controle

Concentragao dos extratos

Legenda: O grafico 1 apresenta as médias e desvios padrdes da viabilidade celular
de cada cimento endodéntico mas 5 diluigdes destadas. As letras iguais significam
auséncia de diferenca estatisticamente significativa entre as amostras em um
mesmo grupo de diluicdo avaliado. As letras distintas significam diferenca
estatisticamente significativa entre as amostras em um mesmo grupo de dilui¢do
avaliado.
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5.2 Ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA)

A producao de substancia P foi verificada somente nas amostras do grupo
do cimento endodéntico MTA Fillapex, em ambas as concentragdes testadas. A tabela

1 apresenta os dados da média e desvio padrao deste grupo nas duas concentragdes.

Os outros cimentos endoddnticos, assim como o grupo controle negativo,

nao apresentaram valores de absorbancia dentre da faixa de sensibilidade do teste.

Tabela 1 — Média (pg/ml) e desvio padrdo da concentragdao de substancia P no
meio de cultura exposto ao cimento MTA Fillapex.

Concentracdo de substancia P no grupo do cimento MTA Fillapex

Média (pg/ml) Desvio Padrao

1:4 503.6 21.8

1:8 152.6 40.5
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5.3 Avaliacao da expressao génica

A fim de observar o nivel de expressao dos genes TAC1 e TACR1 foi
realizado o experimento de PCR em tempo real utilizando-se o sistema TagMan na
na cultura de fibroblastos expostos aos extratos dos cimentos endoddnticos nas

diluicdes 1:4 e 1:8. Os resultados sao apresentados nos graficos 2 e 3.

Para a normalizacdo das analises de quantificacao relativa da expressao
génica realizadas neste estudo, foi utilizado o normalizador GAPDH em todos os
experimentos. Podemos observar na figura 3 que houve a amplificacdo do
normalizador nas amostras tratadas, o que confirma a integridade do cDNA e o
sucesso da transcricao reversa:

Figura 3- Grafico de amplificagéo dos genes TAC1 TACR1 e GAPDH em amostras

de fibroblastos expostos aos extratos dos cimentos endoddnticos e grupo controle
negativo.

Amplification Plot

Legenda: As reacdes foram realizadas em triplicata. As linhas horizontais
representam o threshold. As curvas representam amplificagdo dos genes TAC1
TACR1 e GAPDH em fibroblastos expostos aos extratos dos cimentos
endodénticos e grupo controle negativo. As linhas em tons de azul e lilas sao
referentes ao GPDH, os tons de verde séo referentes ao TAC1 e os tons de
vermelho e amarelo sao referentes ao TACR1.

Foi verificada a expressao do gene constitutivo GAPDH em todas as
amostras, assim como dos genes TAC1 e TACR1. Como j& foi citado no tépico 4.6.
em Material e Métodos, o método do 2-24Ct (Livak e Schmittgen, 2001) foi utilizado para
a analise dos resultados, chegando-se aos valores de expressdao dos genes

representados nos graficos 2 e 3.



Gréfico 2 - Grafico de andlise da expressao do gene TAC

TAC1
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x de expressdo do gene em relagdo ao
controle negativo

DiluicGes de extratos dos cimentos endodonticos

Legenda: As reagbes foram realizadas em ftriplicata. Este gene codifica a
substancia P e todas as amostras apresentaram expressao elevada significativa
em relacdo ao grupo controle negativo, com excecao da amostra MF 1:4 que
representa o cimento MTA  Fillapex na diluicado 1:4  (1,64x).

Gréfico 3 - Grafico de andlise da expressao do gene TACR1

TACR1
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Legenda: As reacgOes foram realizadas em triplicata. Este gene codifica o receptor
NK-1 e todas as amostras apresentaram expressao elevada significativa em
relacdo ao grupo controle negativo, com excecdo da amostra AP 1:4 que
representa o cimento AH Plus na diluigéo 1:4 (1,8x).

41



42

6 DISCUSSAO

O limite apical de obturacdo € um dos assuntos mais controversos na
terapia endoddntica (Riccuci, 1998). Historicamente, é preconizado, que os materiais
obturadores do sistema de canais radiculares estejam idealmente restritos ao limete
do forame apical (Sjogren, 1996, Cailleteau & Mullaney 1997, Schaeffer, White e
Walton, 2005). Contudo, eventualmente, o extravasamento de cimento obturador
acontece como uma consequéncia de técnicas limpeza e modelagem do sistema de
canais radiculares que incluem a instrumentacdo foraminal. Além disso, algumas
técnicas de obturagcdo termoplastificada também estdo associadas a maior
extravasamento de material obturador. Devido, entdo, a possibilidade do contato
direto ou indireto dos cimentos endoddnticos com os tecidos apicais e periapicais,
justifica-se a investigacdo sobre a associacdo destes materiais e a expressao de
substancias relacionadas a fisiologia da dor.

Acredita-se que a substancia P é o principal mediador de inflamacao de
origem neurogénica (Tuncer, Alacam e Oral, 2004) e assim como na polpa, o
ligamento periodontal também € inervado por fibras do tipo C, dessa forma, a
mediacdo da inflamacéo neste tecido também possui uma origem neurogénica, que
promove a liberacao de neuropeptidios no tecido. Além disso, ja foi comprovado que
o principal componente celular do ligamento periodontal, o fibroblasto, é capaz de
produzir substancia P (Killough, Lundy e Irwin, 2009). Este fato corrobora a presente
tentativa de identificar a producdo de substancia P em uma cultura celular de
fibroblastos, ap6s o contato com cimentos endoddnticos. Buscou-se desta forma,
esclarecer do ponto de vista biolégico o papel destes materiais obturadores no

metabolismo bioldgico dos fibroblastos.

A citotoxicidade dos cimentos endodonticos e o efeito destes materiais na
producédo de substancia P foi verificada em fibroblastos da linhagem MRC-5. Uma
linhagem celular imortalizada foi utilizada, pois permite uma alta reprodutibilidade dos
resultados, além de ser células que se multiplicam rapidamente e possuem vida
ilimitada (Schwarze et al. 2002; Bouillaguet et al., 2006; Loushine et al., 2011; Silva et
al., 2012). Diversos métodos laboratoriais vém sendo recomendados para a avaliacao
da citotoxicidade de materiais endoddnticos, através de analises multiparamétricas ou


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Walton%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15793382
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nao, utilizando-se linhagens celulares estabelecidas e culturas primarias (Trubiani et
al. 2012). No presente estudo, obteve-se a porcentagem de células viaveis através do
ensaio de captagéo do corante Tetrazolium. Diversos métodos vém sendo utilizados
a fim de avaliar os efeitos citotoxicos dos cimentos endodonticos (Sepet et al., 2009,
Silva et al., 2012a; Silva et al., 2012b; Cotti et al., 2014; Candeiro et al., 2015; Collado-
Gonzélez et al., 2016). Neste trabalho, a viabilidade celular foi determinada através
do teste com o sal de MTT, que é baseado na habilidade das enzimas desidrogenases
mitocondriais, presentes nas células vivas, em converter o sal amarelo tetrazdlio para
cristais de formazan lilas. As vantagens deste método sdo sua simplicidade,
velocidade, precisdo e elevada reprodutibilidade (Sepet et al. 2009, Malkoc et al.
2010). Apesar de nao existir sempre uma correlacdo positiva entre 0 niumero de
células viaveis e a redugao do sal do MTT, o que é considerado uma das limitagdes
da utilizacdo de apenas um parametro para medir a toxicidade de um biomaterial, este
teste é amplamente aceito e utilizado em trabalhos com este objetivo na Endodontia
(Silva et al., 20015; Candeiro et al., 2015; Silvaet al., 2016a; Collado-Gonzélez et al.,
2016). Alguns autores sugerem a realizacdo de ensaios multiparamétricos, com
diferentes testes de viabilidade celular (De Deus et al., 2009; Scelza et al., 2012). Esse
método pode aumentar a chance de deteccao dos efeitos citotdxicos, permitindo a
correlacao de diferentes parametros, o que pode fornecer pistas sobre 0s mecanismos
de toxicidade (De Deus et al., 2009).

Neste trabalho verificou-se que todos os cimentos endoddnticos testados
apresentaram algum potencial citotéxico, nas concentracdes estudadas, rejeitando
assim a hipotese de nulidade. Tais resultados corroboram com os encontrados na
literatura sobre a biocompatibilidade destes cimentos (Celza et al., 2012; Silva et al.,
2013a; Trichés et al., 2013; Silva et al., 2016b; Collado-Gonzalez et al., 2016; Scelza
et al., 2016). E importante ressaltar que esses mesmos estudos comprovam que a
citotoxicidade dos cimentos diminui com o passar do tempo de presa, contudo o
periodo selecionado para o presente estudo foi 0 de 24h afim de simular a reagéo
imediata pos-operatéria do ligamento periodontal aos cimentos endodénticos.

O AH Plus foi um dos materiais menos citotoxico dentre os cimentos
endoddnticos avaliados. Pode-se observar diferencas estatisticamente significativas
entre este cimento e o Endomenthasone N, o Endoseal e o MTA Fillapex na diluicao
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1:2 e para somente o MTA Fillapex nas concentragoes 1:4, 1:8 e 1:16. Ja foi reportado
na literatura a citotoxicidade moderada deste material, que diminui nos primeiros dias
(Silva et al., 2013b;), mas que depois de algum tempo volta a aumentar (Bouillaguet
et al., 2006; Konjhodzic-Prcic et al., 2015;). Contudo, este material apresentou uma
citotoxicidade bastante elevada na diluicdo 1:1. O AH Plus é um cimento resinoso que
de acordo com o fabricante € livre de formaldeido. Contudo, um estudo in vitro relatou
que este material poderia liberar quantidades minimas, porém detectaveis, de
formaldeido (Leonardo et al., 1999). Este resultado pode ser atribuido n&o apenas a
possivel liberagdo de formaldeido, como também de aminas e resinas epdxi contidas
neste material endodontico (Miletic et al., 2005; Huang et al., 2008; Silva et al., 20123,
Silva et al., 2015).

O MTA Fillapex foi o material que apresentou a maior citotoxicidade na
maioria das diluicbes avaliadas. A baixa biocompatibilidade deste material ja foi
bastante relatada na literatura (Silva et al., 2013a; Silva et al., 2016a; Baraba et
al.,2016). Este cimento endodbntico apresentou citotoxicidade estatisticamente
superior ao AH Plus, o Endoseal e o Endomethasone N nas diluicées 1:4, 1:8 e 1:16.
Porém nao houve diferenca estatisticamente significativa entre o MTA Fillapex, o
Endoseal e 0 Endomethasone N nas diluicées 1:1 e 1:2. Logo, os achados do presente
estudo vao de encontro com diversos trabalhos ja publicados. Os componentes
presentes na formulacdo MTA Fillapex, tais como resina de salicilato, resina de
diluicdo e a silica, podem estar relacionados com tais resultados. Além disso, MTA
Fillapex provavelmente tem uma proporcéao desequilibrada entre resinas e MTA, com
valores menores de MTA em sua composicao.Sendo assim, esta relacao resina/ MTA
desequilibrada e a dificuldade de reacdo de presa podem explicar a maior
citotoxicidade e as propriedades de tempo de presa prolongado, de tempo de trabalho,
fluidez excessiva apresentadas por este material (Vitti et al., 2013; Silva et al., 2013b;
Amoroso-Silva et al., 2014; Assmann et al., 2015; Silva et al., 2016c).

O Endoseal é um material obturador ainda pouco estudado na endodontia
(Kim e Shin, 2014; Lim et al., 2015). Ele também possui MTA em sua composi¢ao,
assim como o MTA Fillapex, contudo, este cimento endoddntico ndo € composto por
resinas, o que possivelmente é responsavel pelos melhores resultados nos testes de
citotoxicidade deste material, como os encontrados no presente estudo e no estudo
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de Lim et al., (2015). O Endoseal apresentou resultados melhores aos do AH Plus em
trabalho de Kim e Shin (2014), resultado que se opde aos nossos achados, ja que o
Endoseal ndo apresentou diferenca estatistica significativa em relacdo ao AH Plus em

quatro das cinco diluicées avaliadas, sendo, inclusive, mais citotéxico na diluicdo 1:2.

O cimento endodbdntico Endomethasone N apresentou uma
biocompatibilidade semelhante ao Endoseal. Nao houve diferenga estatisticamente
significativa entre estes dois materiais em nenhuma das diluigbes avaliadas.
Encontram-se na literatura relatos de uma biocompatibilidade moderada deste
material (Silva et al., 2012a; Trichés et al., 2013; Silva et al; 2013a). O Endomethasone
N esta na categoria 6xido de zinco e eugenol e sua toxicidade pode ser atribuida ao
eugenol libertado a partir da reagéo de presa do material. O eugenol pode participar
no desenvolvimento de inflamagao periapical ou na perpetuagdo de uma lesdo
periapical pré-existente (Ho et al., 2006).

E importante salientar que na diluicdo 1:1 todos os cimentos foram
extremamente citotoxicos e que em nenhuma das concentragdes estes materiais

foram estatisticamente iguais ao grupo controle.

O ensaio de ELISA foi a metodologia de escolha para verificar expresséo
de substéancia P pelos fibroblastos da linhagem MRC-5. Apoés a leitura dos resultados,
somente foi possivel verificar a expressao desta substancia nas amostras expostas
ao cimentos endoddntico MTA Fillapex, nas duas concentragdes testadas. Os valores
de absorbancia dos outros grupos de materiais, assim como o do controle negativo
nao estavam entre os valores apresentados na curva, por isso sao valores fora da
sensibilidade do teste e por isso foram considerados como zero. Contudo, ainda é
possivel que pequenas quantidades de substancia P tenham sido produzidas,
principalmente devido ao fato de que, em condi¢gdes normais, este neuropeptideo
participa da fisiologia dos tecido, participando de processos como a manutencao do
homeostase e do tonus vascular (Caviedes-Bucheli et al. 2008a). Além disso, como
foi visto nos resultados do PCR em tempo real, a expressao do gene TAC1, referente
a substancia P estava aumentada em todos os cimentos endodénticos avaliados,
mesmo nao tendo sido possivel verificar a presenca deste neuropeptidio no meio de
cultura destas células.
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A concentracdo de substancia P, no grupo do cimento MTA Fillapex,
decresceu quando houve maior diluicao do cimento no meio (503,6 pg/ml em 1:4 e
152,6 pg/ml em 1:8). Este resultado é esperado, uma vez que quando mais diluido no
meio, menor o potencial citotoxico deste material, como comprovado pelo ensaio de
citotoxicidade. Logo, devido a menor toxicidade do extrato 1:8 do cimento MTA
Fillapex, menor também foi a producao de substancia P pelas células.

Tendo como objetivo verificar se extratos dos cimentos endodénticos
poderiam induzir o aumento da expressao dos genes TAC1 e TACR1 (genes que
codificam a substadncia P e os receptores NK1, respectivamente) realizou-se a
extracdo do RNA da cultura de fibroblastos, tranformando-os em cDNA ( molécula
mais estavel) para entdo quantificd-lo. Em todas as amostras testadas péde-se
observar um aumento na exprecédo do gene TAC1 que foi pelo menos 2 vezes mais
expresso em relagdo ao grupo controle negativo, com exce¢ao ao grupo do cimento
MTA Fillapex na diluicao 1:4 (1,64x).

A baixa expressado deste gene nas amostras MTA Fillapex 1:4, quando
comprado aos grupos dos outros cimentos e também ao mesmo cimento na diluicdo
1:8 pode ser justificada pela baixa porcentagem de células viaveis (somente 15,3%).
Sendo assim, apesar de ter sido feita uma compensacao apds a quantificacdo do
RNA, para que fosse utilizada a mesma quantidade de RNA de cada amostra durante
os testes, a quantidade de células viaveis para a expressao deste gene era menor do
que nos outros grupos, o que pode gerar um numero de moléculas de RNA final
menor. Além disso, o fato da expressao do gene TAC1 ter sido elevado em 6,81 vezes
nas amostras mais diluidas deste cimento (MTA Fillapex 1:8), onde havia duas vezes
mais células viaveis (35,1%) para a produgédo de RNA da substancia P corroboram
com esta possibilidade.

No que concerne ao gene TACR1, pbde-se observar um aumento da
expressao deste gene em todas as amostras, com excec¢ao do grupo do cimento AH
Plus, na diluicdo 1:4. O aumento da expressao deste gene que proporciona a maior
expressao do receptor de membrana NK1 pode indicar um feedback positivo da
substancia P no préprio fibroblasto. A substancia P € responsavel pela ativacdo de

diversas células pré-inflamatérias, promovendo a liberagdo de moléculas como
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interleucinas e citocinas, além da degranulacdo de mastécitos e por isso, este
feedback positivo pode ser importante de modo a aumentar a concentragdo de
substancia P no meio, permitindo também o aumento da resposta inflamatéria. Além
disso, este feedback postivo pode estar relacionado com o processo de reparacao
tecidual, ja que o fibroblasto atua diretamente neste processo, através da liberagdo de

metaloproteinases de matriz, colageno e outras substancias.

Inicialmente pensava-se que a expressao de substancia P estava limitada
a células do sistema nervoso e imunoldgico, contudo Killought et al., em 2009
comprovou que fibroblastos pulpares eram capazes de produzir substancia P e que a
producéo era regulada por citocinas associadas a injurias pulpares. O presente estudo
corrobora esses achados prévios, demonstrando ainda, que cimentos endoddnticos
também sdo capazes de sensibilizar os fibroblastos & produzir substancia P. E a
primeira vez que esta informagdo é comprovada na literatura. Ja foi demosntrado,
contudo, que fatores como a instrumentacdo do sistema de canais radiculares, o
extravasamento de solucao irrigadora e o trauma oclusal podem gerar uma resposta
de origem neurogénica nas células do ligamento periodontal e assim promover a
liberacao de substancia P (Caviedes-Bucheli et al., 2010b, 2011, 2013).

E importante ressaltar, também, que a dor pds-operatéria tem uma origem
multi-fatorial, ndo s6 um neuropeptideo pode ser diretamente responsabilizado por
este fendmeno, mas sim uma cadeia de eventos bioldgicos que envolvem uma grande
variedade de tipos celulares e diversos mediadores quimicos, que resultam em acdes
diretas e indiretas no sistema nervoso, gerando enfim a sensac¢ao dolorosa. Contudo,
como ja explicado anteriormente, a substancia P € um neuropeptideo que apresenta
fungéo central neste processo, principalmente por ampliar a resposta inflamatoria no
local de uma lesdo. Assim, sua producdo por fibroblastos, quando estes séo
sensibilizados por cimentos endodénticos, torna plausivel a hipotese de que estes
materiais podem ter alguma influéncia na dor p6s-operatéria e, ainda, que o tipo de
cimento endodontico utilizado pelo clinico pode influenciar diretamente este

fendbmeno.

Apesar dos achados deste trabalho, novas pesquisas in vitro sao

necessarias a fim de apresentar mais evidéncias sobre os processos decorrentes do
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contato dos cimentos endoddnticos com o tecido periapical, possiveis protagonistas
dos eventos celulares e sua real influéncia na patogénese da dor pds-operatoria.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pdde-se concluir que:

1. Os quatro cimentos endodonticos testados tiveram diferentes efeitos citotoxicos
aos fibroblastos da linhagem MRC-5, contudo todos os materiais foram citotoxicos em
todas as diluicoes;

2. A producéo de substancia P foi influenciada pelo contato da cultura de células
com o extrato do cimento endodéntico MTA Fillapex.

3. O contato com o extrato dos cimentos endoddnticos proporcionou 0 aumento
da expressao dos genes TAC1 e TACR1, exceto nos grupos MTA Fillapex 1:4 e AH

Plus 1:4 respectivamente.
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ANEXO 1 - Tabela com os Cimentos endoddnticos avaliados e as respectivas

composigoes.

Cimentos
endodonticos

AH Plus,
Dentsply, EUA

Endométhasone
N, Septodont,
Franca

Endoseal,
Maruchi, Coreia

MTA Fillapex,
Angelus, Brasil

Composicao

Pasta A: Resinas epoxi, tungstato de calcio, éxido de zirconio, silica,

Pigmentos de 6xido de ferro, tungstato de aerossol, 6xido de
zirconio, aerosil

Pasta B: amina de Adamantano, N, N-Dibenzil-5-oxanonano, TCD-diamina,
calcio

P6: acetato de hidrocortisona, iodeto de timol, sulfato de bario, 6xido de
zinco, estearato de magnésio
Liquido: Eugenol

Oxido de sédio, 6xido de potassio, 6xido de célcio, 6xido de magnésio, 6xido
de ferro, 6xido de aluminio, diéxido de titanio, 6xido de zirconio, diéxido de
silicone

Resina de salicilato, resina de diluicao, resina natural, tri6xido de bismuto,
silica nanoparticulada, mta, pigmentos
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ANEXO 2 - Protocolo para o processamento das amostras de meio de cultura
utilizando o Kit de ELISA especificos para amostras humanas da R&D Systems

Parameter Substance P Assay (R&D catalogo KGE007)

1) Preparo dos reagentes:

a) Reconstituir o “Substance P Standard” do kit com1mL de 4gua deionizada
ou destilada. Esta reconstrugcdo produz uma solugdo estoque de
50.000pg/mL. O frasco deverd ser agitado suavemente e permanecer
parado por um minimo de 15 minutos antes de comecar as diluigées;

b) Pegar 6 ependorffs ou tubos de vidros estéreis e coloca-los em uma estante;

c) Pipetar 950uL do “Calibrator Diluent RD5-45" no tubo de concentracéo
2.500pg/mL;

d) Colocar 300 uL do “Calibrator Diluent RD5-45" nos 5 ependorffs /tubos de
vidros estéreis previamente separados;

e) A partir de agora sera feita a diluicdo seriada de acordo com o esquema
abaixo. Os tubos devem ser vortexados antes de ser feita a transferéncia

para o} tubo seguinte;
Soul Std 300uL 300uL 300uL 300pL 300pL
HL Ste. Y £y £ £ MY
ﬁ[ T__ :,I:!T T_, :'.:5[ T__ :‘.:5T T__ :‘.:5T T__ :‘.:5T T(.; S
III III III III III III |I
"-.__J'I "-.__J'I "-.__J'I "-.__J'I "-___J'I "-___s'l
5000 2500 1250 650 313 156 78.1

pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

f) O ” Calibrator Diluent RD5-45" sera o zero padrao da curva (0 pg/mL);

2) Retirar a placa do envelope e coloca-la dentro do fluxo.
3) Adicionar 100 uL do “Assay Diluent RD5-45” aos pogos NSB da placa.
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4) Adicionar 50 pL do “Assay Diluent RD5-45" ao pogo zero da curva padrao.
5) Preencher a placa de 96 pog¢os com 50 uL para todos os componentes da

curva padrao, do controle e das amostras, de acordo com o diagrama abaixo:
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i Essas duas primeiras colunas serdo preenchidas com as diluices para
montar a curva padrdo. Sera realizada da seguinte forma:
A1 e A2 com 50 pL da diluicado 2500 pg/mL
B1 e B2 com 50 pL da diluicdo 1250 pg/mL
C1 e C2 com 50 pL da diluigdo 625 pg/mL
D1 e D2 com 50 uL da diluigao 313 pg/mL
E1 e E2 com 50 pL da diluicdo 156 pg/mL
F1 e F2 com 50 pL da diluigdo 78,1 pg/mL
G1 e G2 com 50 pL da diluigdo 39 pg/mL
H1 e H2 com 50 pL Blank

N Os pocos restantes serao preenchidos, sempre em triplicata, com 50 pL de
cada amostra.
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6) Adicionar 50 pL do anticorpo primario a cada pogo com exceg¢ao do NSB. Todos
0s pocos vao ficar azul com menos o NSB.

7) Adicionar 50 pL do conjugado da Substancia P a cada poco. Todos 0s pocos
com excegao do NSB véo ficar violetas. Proteger a placa com adesivo.

8) Incubar a placa por 3 horas em temperatura ambiente em um vortex de
microplaca configurada entre 500+ 50 rpm.

9) Aspirar os pogos com cuidado e lava-los, repetindo este processo por 3 vezes,
totalizando 4 lavagens. A lavagem deve ser realizada com o "Wash Buffer” (400
uL). Remover todo o liquido a cada repeticao é essencial para promover uma
boa lavagem. Bater a placa na mesa sobre um papel toalha para remover o
excesso de liquido a cada lavagem.

10)Adicionar 200 pL de “Substrate Solution” a cada pogo. Incubar por 30 minutos
em temperatura ambiente protegido de luz.

11)Adicionar 50 uL de “Stop Solution” a cada pogo. A cor dos pogos deve mudar
de azul para amarelo.

12)Determinar a densidade ética em cada pogo em no maximo 30 minutos usando

um leitor de microplaca com o nivel de absorbancia de luz em 450nm.



