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Resumo: Analisou-se a citotoxicidade dos cimentos endodonticos Endofill, Sealapex e Polifil
quanto a quantificagdo de 6xido nitrico (NO) e perdxido de hidrogénio (H,0,) em culturas de
macréfagos peritoneais de camundongos, cujas concentracdes vidveis de sobrevivéncia celular
foram antes obtidas por um método de andlise colorimétrica, 0 M.T.T. Os resultados, a discussiao
e a constatacdo evidenciaram que o cimento que apresentou menor indice de citotoxicidade
e equivaléncia de quantifica¢@o foi o Sealapex em relacdo ao Endofill e Polifil, embora todos
tenham sido menos citotxicos em relagdo ao Grupo Controle Zimosan-A para H,0, e ao LPS
para o NO.

Palavras-chave: Sobrevivéncia celular, oxido nitrico; peroxido de hidrogénio, citotoxicidade
celular anticorpo-dependente; materiais restauradores do canal radicular.

Abstract: The citotoxicity of the following endodontical cements was analized: Endofill,
Sealapex and Polifil concerning the Nitric Oxid (NO) quantification and the Hydrogen Peroxid
(H,0,) in peritoniais macrophages medium of mice, whose viable concentrations of cell survical
were obtained before through a colorimetric analysis method, using the M.T.T. The results, after
being discussed and checked, showed that the cement which were presented lower citotoxicity
level was the Sealapex, and presented quantification equivalence concernning the Endofill and
Polifil, although all of them were less citotoxic concerning the Zimosan-A Control Group for
H,0, and the LPS for NO.

Keywords: Cell survival; nitric oxide; hydrogen peroxide,; antibody-dependent cell cytotoxicity,
root canal filling materials.
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Introducao

O objetivo da obturacdo dos sistemas de canais radicula-
res € tornar impermedvel ou a prova de sistemas bacterianos
de uma forma mais consistente possivel o espaco produzido
pelo preparo biomecanico. O material inserido no interior do
canal entrard em contato com os tecidos conjuntivos apicais

devendo, por isso, ser o mais biocompativel possivel?!. O
reconhecimento desse corpo estranho (material obturador) se
faz por meio dos linfécitos T e macréfagos?. A fagocitose de
corpos estranhos efetuada pelos macréfagos estd relacionada
com os niveis de explosdo oxidativa mitocondrial”!%1314,
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Dessa maneira, quanto maior a citotoxicidade? do material
endoddntico a ser fagocitado, mais intenso € o “nivel de
producdo oxidativa” e conseqiientemente a liberacdo de
perdxido de hidrogénio (H,0,) e 6xido nitrico (NO)"*">.

O objetivo deste estudo foi avaliar, através da cultura
de macréfagos peritoneais de camundongos, a liberagdo
de H,0, e NO como resultado do contato com diferentes
materiais de obturac@o: Endofill (Dentsply), Sealapex (Kerr)
e o cimento experimental da resina poliuretana derivada da
mamona, o Polifil®, acrescido de 6xido de zinco (S.S.White)
como agente radiopacificador.

Material e método

Comité de ética em pesquisa

Este projeto foi submetido a apreciacdo do Comité de
Etica em Experimentacio Animal - CEEA da Faculdade
de Odontologia de Araraquara-UNESP, reunido em 16 de
junho de 2003, tendo sido aprovado em 24 de junho de 2003,
conforme do Oficio CEEA-FOATr n° 21/2003, com relatério
final apresentado em marco de 2004, obtendo-se o certificado
do Comité de Etica, em 16 de fevereiro de 2005.

Obtengdo e preparagdo dos animais com as reagoes de
perdxido de hidrogénio (H,0,) e 6xido nitrico (NO)

Nas metodologias foi utilizado um total suficiente de
20 camundongos “Swiss”, machos, de 6 a 8 semanas de
idade, isogénicos, pesando entre 18 e 25 gramas, provenien-
tes do biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara, UNESP, Brasil. Cada camundongo serviu de
fonte de macréfagos peritoneais para cada cultura?.

Introduziu-se na cavidade abdominal de cada animal
3,0 ml de solugdo de tioglicolato de sédio a 3% e os mes-
mos tiveram dgua “ad libitum”, durante a realizagdo total
da pesquisa. Apds este periodo, os animais foram mortos,
para todos os experimentos, por profusio anestésica com a
droga hidrato de cloral a 10%, utilizando-se uma sobredose
de 0,7 mg/mL para cada 100 g de peso por animal. Esses
procedimentos baseiam-se nas orienta¢des do ‘“Manual sobre
el cuidado y uso de los animales de experimentacion™, se-
guidos da assepsia do abdomen com bolinha de 4dlcool iodado
a 0,3% e da exposi¢do do peritoneo. As etapas seguintes
foram realizadas em camara de fluxo laminar.

Preparagdo dos cimentos e obtencdo das solugoes dos
cimentos em concentragoes de 18 mg/mL e 9 mg/mL para
as reagdes de H,0, e NO

Os cimentos foram espatulados de acordo com as espe-
cificagdes do fabricante e deixados em camara de fluxo la-
minar até atingir presa. A obtengao das solugdes estéreis dos
cimentos deu-se a partir das concentragoes de 18 mg/mL"?
e 9 mg/mL de cada cimento sonificado (Sonic & Materials,
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VibraCell) e diluido em polietileno glicol 400, esterilizados
em autoclave, por 20 minutos, a 121 °C.

A partir dessas concentrac¢des, foram realizadas diversas
dilui¢des em RPMI 1640-Completo, avaliando-se sua via-
bilidade celular em culturas de macréfagos peritoneais pela
Técnica de Mossman®.

Reacio de H,O,

Coleta e quantificagdo das células na reagdo de H,0,

Com seringa e agulha descartaveis e estéreis, introdu-
ziu-se 5,0 mL de solucdo salina tampdo de fosfatos com
pH 7.0 contendo NaCl 140 mM e 5,5 mM de dextrose na
cavidade abdominal dos animais. Apés massagem digital,
aspirou-se com seringa e agulha esterilizadas a suspensio
celular, que foi centrifugada.

Ap6s centrifugagdo a 2.000 rpm/min por 5 minutos, re-
moveu-se o sobrenadante e adicionou-se as células 1,0 mL
da solugdo tampdao, procedendo-se novas homogeneizagio
e centrifugacdo, procedimentos que foram repetidos por
mais duas vezes. Da suspensdo celular contendo 1,0 mL
de solugdo salina, foram retirados 10 pUL aos quais foram
adicionados 90 pL de liquido de Lazarus em recipiente
a parte e homogeneizados. Desses 100 pL, 10 uL. foram
removidos e introduzidos na cimara de Neubauer para
contagem de células.

A seguir, tendo em considera¢do o nimero de células
por mL, apds nova remogdo da solucdo salina, as células
foram novamente suspensas ao volume original em solu-
¢do tamponada de fosfato de pH 7,0, contendo 140 mM de
NaCl, 5,5 mM de dextrose, 0,56 mM de vermelho de fenol
e peroxidase de raiz forte, tipo II (0,1 mg/mL Sigma), para
se obter a concentragao desejada de células de 2,0 x 10%mL.
No grupo controle positivo, foi utilizada apenas a suspensio
celular sem adi¢do de cimentos, o Zimosan (Sigma, 2-4250)
na concentragdo de 50 pl/cavidade, como controle compa-
rativo da reagdo.

Preparagdo das culturas e adigdo de cimentos

M.T.T. - Tetrazdlio - avaliagdo da viabilidade celular dos
macréfagos

Foi preparada uma solu¢dao de MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazélio) (Sigma cod. M- 2128)
a5 mg/mL, em PBS, estocada no escuro a 4 °C, esterilizada
em membrana tipo Millipore 0,22 |1 no momento do uso a
1/5 mg/mL e diluida em meio RPMI 1640-Completo sem
soro fetal bovino. Para o ensaio de viabilidade celular, foi
utilizado o método baseado na capacidade que as células
vidveis t€m de poderem ser clivadas pelo anel tetrazélico
presente no M.T.T. (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-
2,5-difeniltetrazdlio) pela agdo das enzimas desidrogenases
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presentes em sua mitocdndria ativa, formando cristais de
formazana®.

A suspensio de células peritoneais utilizada foi ajustada
a concentragdo de 5 x 10° células/mL em meio de cultura
RPMI 1640-Completo®. Foram adicionadas varias concen-
tracdes dos diferentes cimentos sobre as células. As placas
foram incubadas por 24 horas em estufa a 37 °C com tensado
constante de 5% de CO,. Apds esse periodo, foram adiciona-
dos sobre a cultura celular 100 pL de uma solugdo de brome-
to de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2-5-difeniltetrazélio (M.T.T.)
(Across Organics) diluido em tampao de PBS (1 mg/mL).
Ap6s incubag@o por mais 3 horas a 37 °C, foram descartados
os sobrenadantes, vertendo-se a placa em papel absorvente,
e, nas células ou tapete celular aderente, colocou-se 100 uL.
de dlcool 2 propanolol/"wells" (Mallinckrodt, Xalostoc,
Meéxico). Apés 10 minutos para estabilizagdo da reagdo e
também para que a quantidade de Alcool 2-propanolol usada
solubilizasse os cristais de formazana formados, procedeu-se
entdo a leitura em espectrofotdmetro UV/visivel a 540 nm
com filtro de referéncia a 620 nm®.

Cada cimento foi experimentado quatro vezes nas res-
pectivas concentragdes de 140 pg/mL, 70 pug/mL, 35 pg/mL
e 17 pg/mL. Aliquotas de 100 UL da suspensdo contendo
as células foram transferidas para placas de culturas de
tecidos (Corning), sendo acrescentados 50 pl das solugdes
dos cimentos separadamente. As placas foram incubadas a
37 °C auma tensdo de 5% de CO, por 1 hora. Posteriormente
foram adicionados 50 uL. de NaOH 5 N para interrupgao
da reag@o.

Andlise da absorbdncia

Foram removidos 100 uL do sobrenadante e foi realizada
leitura em leitor de ELISA automatico (GENETIC SYS-
TEM) com filtro de 620 nm, contra branco constituido de
solugdo de vermelho de fenol e NaOH 5 N. Os resultados
foram expressos em micromoles a partir de uma curva padrdo
estabelecida em cada ensaio, constituida de concentragdes
nanomoles para o per6xido de hidrogénio (H,0,).

Reacdo de NO

Coleta e quantificacdo das células na rea¢do de NO

Com seringa e agulha descartaveis estéreis, introduziu-se
3,0 ml de solu¢do tamponada de fosfatos a pH 7,2 (PBS)
na cavidade abdominal dos animais. Aspirou-se o conteido
liquido peritoneal, que foi centrifugado em tubo de centri-
fuga de 15 mL a 2000 rpm por 5 minutos. Em cdmara de
fluxo laminar, desprezado o sobrenadante, adicionou-se
1,0 mL de PBS para novas homogeneizacao e centrifugacio,
manobras estas repetidas mais duas vezes. Adicionou-se as
células 1,0 mL de meio RPMI 1640-Completo (Sigma),
contendo 100 U/mL de penicilina (Sigma), 100 pg/mL de
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estreptomicina (Sigma), 2 g de L glutamina (Sigma) e 5%
de soro fetal bovino (Cutilab). Foram removidos 10 pL da
suspensdo contendo as células e acrescentados 90 uL de
liquido de Lazarus, em recipiente a parte, e homogeneizados.
Retirou-se 10 UL, e introduzidos numa camara de Neubauer
para a contagem das células, onde a suspensdo celular foi
ajustada a 5 x 109 células/mL para coleta e quantificacéo
na reagdo de NO.

Preparacdo das culturas e adi¢do de cimentos

Colocou-se 100 puL da suspensdo contendo as células
numa placa de cultura de tecido de 96 orificios (Corning).
Cada concentracdo do cimento foi experimentada quatro ve-
zes, adicionando-se 100 UL de cada concentracio em estudo
na placa de cultura de tecidos contendo as células. A incubacao
foi feita a 37 °C a uma tensdo de 5% de CO, por 48 horas. No
grupo controle positivo foi utilizada apenas a suspensio celu-
lar equilibrada, sem adic@o de cimentos, empregando-se uma
quantidade de 100 UL ou 0,1 mL de uma solucdo a 10 mg/mL
de LPS da E. coli 026:B6 (Difco) como controle.

Andlise da absorbdncia

Removeu-se 50 pL do sobrenadante das culturas celula-
res, que foram colocados em outra placa de Corning. Acres-
centou-se 50 UL do reagente de Griess e, ap6s 10 minutos
de repouso a temperatura ambiente, fez-se a leitura em leitor
de ELISA automdtico (ORGANON, READER 2001) com
filtro 540 nm. Os resultados de cada ensaio, expressos em
micromoles, foram comparados com os de uma curva padrao
preexistente em cada ensaio, constituida de concentragdes
em micromoles conhecidas de NO.

Andlise estatistica

Foi realizada por meio do Programa Graph Pad Instat,
aplicando-se andlise de variancia com determinacdo do ni-
vel de significancia para p < 0,05, através de comparagdes
miultiplas pelo teste de Tuckey.

Resultado

Estabelecidas as concentracdes de cada um dos cimentos
testados, foi feita a dosagem do NO liberado pelas culturas
celulares em presenca das amostras LPS (controle positivo)
e do, somente, meio RPMI-C e polietilenoglicol (PEG) com
controle de células da reac@o de Griess.

Os resultados obtidos estdo representados na Tabela 1
e na Figura 1.

A comparacio da producao de NO pelas células estimu-
ladas pelos cimentos e pelas células estimuladas com LPS
mostrou uma producio de NO estatisticamente maior para
o LPS, com p < 0,001.

O teste de liberagdo de peréxido de hidrogénio foi
realizado utilizando-se culturas celulares em presenca de
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Zimosan (controle positivo) e somente meio RPMI-C e po-
lietilenoglicol como controle de células na reag¢do. Segundo
os resultados obtidos e representados na Tabela 2 e na Figu-
ra 2, as células estimuladas com Zimosan mostraram uma
maior liberacio de per6xido de hidrogénio comparadas com
as células estimuladas pelos cimentos, com p < 0,001.

Foi ainda realizada a determinag@o de NO e perdxido
de hidrogénio em concentracdes celulares varidveis, para
posterior comprovacdo dos diferentes nimeros de ajustes
celulares, utilizando como referencial os grupos controle
LPS e Zimozan-A.

Tabela 1. Médias e desvio padrdo dos valores de liberagdo de 6xi-
do nitrico em presenga de diferentes concentragdes dos cimentos
testados

Oxido Nitrico - Cimentos

Testes Pontos Média  Desvio Padrao
Endofill 35 ug 5 11,900 + 1,129
Polifil 17 pg 5 12,452 + 2,991
Sealapex 140 ug 5 2,452 +2918
LPS 5 43,696 +5,6163
Poli 0,19% 5 0,604 +0,1848
Poli 0,098% 5 0,292 +0,1164
Poli 0,78% 5 0,172 +0,1173
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Figura 1. Producdo de 6xido nitrico por células do exsudato pe-
ritoneal de camundongos Swiss machos em presenca de diferentes
cimentos. As células do exsudato peritoneal foram cultivadas em
presenca de Endofill, Polifil, Sealapex e LPS (controle positivo) nas
concentracdes de 140 pg/mL, 17 pg/mL, 140 pg/mL e 17 pug/mL,
ou somente meio RPMI 1640-Completo contendo 0,19%, 0,10%
¢ 0,78% de PEG como controle. As concentragdes de nitrito foram
determinadas através de uma reta padréo previamente estabelecida
com concentragdes molares conhecidas de nitrito de sédio (NaNO,)
e os resultados expressos em umols de nitrito/5 X 10° células,como
média + desvio padrao.
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O ajuste celular para a realizacdo do teste do NO € de
5 x 10° células. Nesse ajuste, pode-se observar a maior
liberacdo do mediador.

Observando a concentracdo de 1 x 10° células, foi ve-
rificada uma concentragdo de NO estatisticamente signifi-
cativa quando comparada com a de seu respectivo controle
negativo (p < 0,01) e com o ajuste ideal de 5 x 10° células
(p <0,001).

Portanto, a Figura 3 demonstra que, em uma concentra-
¢do cinco vezes menor, a liberagdo de NO atinge 62,6 (umol
de nitrito e 83,4 umol de nitrito na concentragdo ideal,
evidenciados na Tabela 3.

Na determinagao da liberacdo do peréxido de hidrogénio,
a concentragéo celular ideal para a reacéo é de 2 x 10° cé-
lulas. Observando as concentra¢des celulares de 2 x 10° e

Tabela 2. Médias e desvio padrdo dos valores de liberagao de
peréxido de hidrogénio em presenca de diferentes concentracdes
dos cimentos testados

Peréxido De Hidrogénio - Cimentos

Testes Pontos Média  Desvio Padrdo
Endofill 140 pg 5 11,672 + 3,220
Polifil 140 pg 5 13,954 + 7,857
Sealapex 140 ug 5 10,398 + 2,362
LPS 5 111,608 + 1,66464
Poli 0,78% 5 0,154 +0,09813
Poli 0,78% 5 0,652 +0,2008
Poli 0,78% 5 0,526 + 0,2555
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Figura 2. Produgio de peréxido de hidrogénio por células do ex-
sudato peritoneal de camundongos Swiss machos em presenca de
diferentes cimentos. As células do exsudato peritoneal foram culti-
vadas em presenga do Polifil, Endofill, Sealapex e Zimozan (como
controle positivo) na concentragdo 140 pg/mL, ou somente meio
RPMI 1640-Completo contendo 0,78% de PEG como controle. A
concentragdo de H,O, foi determinada através de uma reta padrdo
previamente estabelecida,como média + desvio padrio.
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5 x 10° (Figura 4), confirma-se que ndo houve diferenca
significativa quando comparadas com a concentracdo de
2 X 10° células, mostrados na Tabela 4.

Discussao

Os niveis de H,0, e NO determinados pela andlise colo-
rimétrica®”*!4 aumentam proporcionalmente a citotoxicida-
de™!3, parAmetros esses que sdo utilizados para a avaliagdo
da citotoxicidade auxiliando na compreensdo da biocompa-
tibilidade material/tecido hospedeiro!!?!. Contudo, ndo deve
ser esquecido que a citotoxicidade®!! € um subconjunto da
biocompatibilidade?! e que ambos somente associados a
outros pardmetros se pode extrapolar os resultados. Para o
parametro NO, utilizando as concentragdes de cada cimento
que forneceu uma viabilidade maior que 50% das células
do exsudato peritoneal, observamos que tanto o Endofill
como o Polifil induziram maior liberacido de NO ao redor de
12,0 umol/5.10° células, e o Sealapex 2,452 umol/5.10°.

Para o parametro H O,, ndo houve uma equivaléncia em

272
termos de H,0O, nas concentragdes de 140 pg/mL tenham

Tabela 3. Médias e desvio padrio dos valores de liberagio de 6xido
nitrico em presenga de LPS
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efeito estatisticamente diferentes pelo teste de Tuckey ao
nivel de 5% de significancia. Entretanto as médias de libe-
ragdo de H,O, sdo cerca de cinco vezes menores que a média
de liberacdo do controle positivo Zimosan-A. Como foram
utilizadas concentrag¢des de todos os cimentos nas quais a
viabilidade celular mensurada pela citotoxicidade (M.T.T.)?
foi maior que 50%, procedeu-se a um experimento em que
foram variadas as concentragdes celulares e observou-se que
ocorreu a liberagdo de NO e H,O, quando os macréfagos
foram expostos ao L.P.S. e a0 Zimosan respectivamente).
Molnar®, levou em consideracdo que para os cimentos a
base de OZE, outras investigagdes futuras devam ser feitas;
por exemplo, sobre: processo de fabricacio do 6xido de zin-
co, tamanho de suas particulas, absor¢ao pelo 6leo, velocida-
de de incorporacgdo e dispersdo do Eugenol na manipulacao
manual, uniformidade nas formas das particulas, superficie
homogénea das mesmas, sendo o Eugenol irritante s6 na
quantidade de 5% livre e também depois de o cimento ter
tomado presa e a sua afinidade com as camadas de lipideos da
membrana celular das culturas de macréfagos esse cimento,

Tabela 4. Médias e desvio padrdo dos valores de liberacdo de
peréxido de hidrogénio em presenca de Zimosan

Concentragdes de NO - LPS

Concentracdes de Peréxido de Hidrogénio - Zimosan

Testes Pontos Média Desvio Padrio Testes Pontos Média Desvio Padrao

5 x 10° células 5 83,400 + 10,065 2 X 10° células 5 160,75 + 8,756

RPMI-C 5 0,6560 +0,6282 RPMI-C 5 0,2925 +0,2334

1 x 10° células 5 62,600 +5,727 2 X 10° células 5 174,50 +9,434

RPMI-C 5 0,4320 +0,4202 RPMI-C 5 0,2350 +0,1967

5 x 10° células 5 26,600 + 2,881 5 x 10° células 5 144,25 + 10,569

RPMI-C 5 0,2480 +0,2590 RPMI-C 5 0,3025 +0,2497
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Figura 3. Producdo de 6xido nitrico por células do exsudato
peritoneal de camundongos Swiss machos em diferentes ajustes
celulares em presenca de LPS.

Figura 4. Producdo de per6xido de hidrogénio por células do
exsudato peritoneal de camundongos Swiss machos em diferentes
ajustes celulares em presenga de Zimosan.
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em baixas concentracdes, poderia “provavelmente” diminuir
sua citotoxicidade quando no contato celular.

Torabinejad et al.'” relataram em que cimentos a base
de OZE contendo na sua formulacdo compostos a base de
subcarbonato de bismuto sdo altamente agressivos aos teci-
dos celulares e células de defesa, o que pode provavelmente
ocorrer onde concentracdes endoddnticas mais altas ou mais
baixas, tenham provocado aumento de citotoxicidade em
alguns resultados.

Pesquisas adicionais sdo necessdrias para assegurar que
os efeitos de tais materiais experimentados sejam completa-
mente compreendidos. E preciso ainda considerar que exis-
tem limita¢des quando as informacdes cientificas sdo obtidas
pelo sistema de modelo de cultivo celular e os riscos de ex-
trapolar os resultados para a clinica. Dessa forma, trabalhos
visando as suas avaliacGes em outros niveis de pesquisa® e
os seus resultados devem ser cuidadosamente extrapolados
para uma situag@o in vivo, considerando ainda limitagdes
inerentes ao tipo de animal, ao modelo experimental e as
intercorréncias naturais durante um tratamento endodontico
em humanos, embora as respostas dos macréfagos humanos
dificilmente sejam diferentes das observadas nos macréfagos
murinos derivados de camundongos! 2461619,

Conclusao

* NO - em termos de producdo média de éxido nitrico,
segundo o teste de Tuckey ao nivel de 5% de signifi-
cancia, os cimentos analisados podem ser colocados
na seguinte ordem crescente: Sealapex < Endofill
= Polifil < LPS, respectivamente nas concentragdes
de 140 pg/mL, 35 pug/mL, 17 pg/mL e 17 ug/mL do
controle positivo LPS;

* Peréxido de Hidrogénio - Em relacdo a liberagdo de
HZOZ, ndo hd evidéncia de que os cimentos analisa-
dos nas concentragdes de 140 pg/mL, tenham efeitos
estatisticamente diferentes pelo teste de Tuckey ao
nivel de 5% de significancia. Entretanto, as médias de
liberagdo de H,O, nas concentragdes dos respectivos
cimentos analisados sdo cerca de cinco vezes menores
que a média de liberagdo do controle positivo Zimosan
-Ase

* Concluiu-se que as consideragdes presentes apos 0s
resultados, discussdo e constatagdo mostram que,
utilizando variagdes de concentracdes celulares para
0 NO e para o peréxido de hidrogénio, as menores
viabilidades podem liberar significativas quantidades
de NOe H,0,.
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