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RESUMO

Apods exposicao do tecido pulpar, citocinas sdao produzidas exercendo um
importante papel na regulacao da resposta inflamatoria. Entretanto, ha
pouca informacao na literatura sobre a participacao de fibroblastos de
dentes deciduos nesse processo. O proposito deste trabalho foi verificar a
participacdo de fibroblastos da polpa humana de dente deciduo no
processo inflamatorio, analisando sua capacidade de producao de IL-18 e
IL-8. Materiais usados para capeamento pulpar foram aplicados sobre as
culturas na forma de meio condicionado e divididos nos seguintes grupos:
controle negativo (meio fresco); controle positivo (lipopolissacarideo
bacteriano - LPS); hidrdxido de cdlcio em pd; agregado de tridxidos
minerais (MTA); sistema adesivo; formocresol diluido. Apds 24 horas de
contato dos meios condicionados com as células, procedeu-se a extracao
das proteinas e quantificacao das citocinas IL-18 e IL-8 por ELISA. Os
dados foram analisados por ANOVA (p<0,05) e teste de Tukey (p<0,05).
Observou-se que o hidréxido de calcio estimulou a producdao de IL-1B,
sem estimular IL-8. Por outro lado, o adesivo dentinario e o formocresol
estimularam IL-8, sem estimular IL-18. O MTA estimulou as duas

citocinas, mas em um nivel intermediario quando comparado aos outros



materiais. Concluiu-se que fibroblastos de polpa de dentes deciduos
respondem imunologicamente, com a producao de IL-1B8 e IL-8, e
diferentes materiais capeadores pulpares podem auxiliar na modulacao

desse processo.
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ABSTRACT

After the exposal of the pulp tissue, cytokines are produced, playing a role
in the regulation of the pulp inflammatory response. However, the
literature lacks information on the participation of primary tooth fibroblasts
in this process. The purpose of this study was to verify the participation of
human primary tooth pulp fibroblasts in the inflammatory process,
evaluating the production of IL-1B and IL-8 from these cells. Pulp capping
materials were applied as conditioned media on cell cultures, divided in
the following groups: negative control (fresh culture medium); positive
control (bacterial lipopolysaccharide — LPS); calcium hydroxide (powder);
mineral trioxide aggregate (MTA); adhesive resin; diluted formocresol.
After 24 hours in contact with the cells, the conditioned media were
removed, the proteins extracted from the cells and IL-18 and IL-8
quantified by ELISA. Data were analyzed by ANOVA (p<0.05) and Tukey’s
test (p<0.05). It was observed that calcium hydroxide has stimulated the
production of IL-1B, without stimulating IL-8. On the other hand, the
adhesive resin and formocresol has stimulated the production of IL-8, and

have not stimulated IL-1B. MTA has stimulated both cytokines, but in an



intermediate level when compared to the other materials. It was
concluded that primary tooth fibroblasts can respond immunologically, by
the production of IL-18 and IL-8, and different pulp capping materials can

help in the modulation of this process.

Keywords: dental pulp capping, fibroblast, cytokines
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1 INTRODUGAO

A manutencdo da vitalidade pulpar € uma preocupacao
constante nos procedimentos odontoldgicos. O capeamento pulpar direto
e a pulpotomia sdo tipos de tratamentos conservadores da polpa dentaria
com o intuito de manter a vitalidade e integridade do tecido pulpar.

O capeamento pulpar direto consiste na colocagao de um
material diretamente sobre a polpa exposta, a fim de protegé-la contra
uma injuria adicional e permitir a cicatrizacao e o reparo do tecido pulpar
(SCHUURS et al., 2000; AEINEHCHI et al., 2002). A pulpotomia tem como
objetivo a remocao total da polpa coronaria, mantendo a porc¢ao radicular
e colocando um material sobre o tecido pulpar remanescente (RANLY e
GARCIA-GODOY, 2000).

As polpas dos dentes deciduos e permanentes respondem
diferentemente ao trauma, invasao bacteriana, irritacao e material
utilizado no capeamento. Alguns autores limitam este procedimento a uma
pequena exposicao pulpar em dentes deciduos, devido aos riscos de

reabsorcdo interna, inflamacdao pulpar cronica e necrose, sugerindo a
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realizagao da pulpotomia como alternativa ao capeamento pulpar direto
(KOPEL, 1992; RANLY e GARCIA-GODOQY, 2000).

Por muitos anos, o formocresol tem sido empregado e aceito
como material de escolha para pulpotomia em dentes deciduos (HILL et
al., 1991; EIDELMAN et al., 2001). Entretanto, devido a presenca do
formaldeido, que tem potencial mutagénico e carcinogénico, novos
estudos tém sido feitos para avaliar os efeitos citotdxicos do formocresol e
sua possivel difusao nos tecidos adjacentes (WATERHOUSE et al., 2000;
EIDELMAN et al., 2001; AGAMY et al., 2004; SRINIVASAN et al., 2006).

O cimento de hidroxido de calcio tem sido largamente
utilizado como material capeador (KIBA et al, 2000; ERSIN e ERONAT,
2005). O contato direto do hidréxido de calcio com a polpa exposta cria
uma area de necrose superficial devido ao elevado pH do material que
causa uma leve irritacao da polpa ao mesmo tempo em que estimula a
defesa e o reparo através da formacao de ponte de dentina (ALLIOT-
LICHT et al., 1994; COX et al., 1998; COSTA et al, 2000). Entretanto,
alguns trabalhos relatam a dissolucao do hidroxido de calcio ao longo do
tempo, o que provocaria falhas na barreira contra a penetragao bacteriana
(COX e SUZUKI, 1994; COX et al., 1998; SCHUURS et al., 2000; COSTA et
al., 2000; DEMARCO et al., 2001). Consequentemente, outras técnicas de
capeamento que estimulam a cicatrizacao pulpar tém sido estudadas nas

ultimas décadas.
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Dentre estas técnicas, chama atengao o uso de sistemas
adesivos sobre a exposicao pulpar que, segundo alguns estudos, permite
a formacao de uma camada hibrida impermeavel (COX et al., 1995; COX
et al.,, 1998; KIBA et al., 2000). Esta camada promove um vedamento a
longo prazo contra a microinfiltracdo marginal e lesGes de carie
recorrentes (COX et al., 1998). A formacao da ponte de dentina pode ser
histologicamente demonstrada apds aplicacao de adesivos resinosos na
polpa exposta (TARIM et al, 1998). Brannstrom e Vojinovic (1976)
demonstraram que a inflamacao pulpar é causada pela microinfiltragao de
bactérias e ndo pela acao quimica do material. Entretanto, alguns estudos
mostraram resultados insatisfatorios com o uso dos sistemas adesivos
(PAMEIJER e STANLEY, 1998; HEBLING et al., 1999b; DEMARCO et al.,
2001; STANISLAWSKI et al., 2003). Os efeitos citotdxicos resultam da
liberacdo de componentes resinosos promovendo uma reacao inflamatoria
persistente no tecido pulpar (HEBLING et al., 1999a; COSTA et al., 2000;
SOUZA COSTA et al., 2001; CAVALCANTI et al., 2005; ERSIN e ERONAT,
2005; DE SOUZA COSTA et al., 2007).

Mais recentemente, o cimento agregado de trioxidos
minerais (MTA) foi desenvolvido para o tratamento de perfuracoes
radiculares. O MTA é constituido por silicato tricalcio, silicato dicalcio,
aluminato tricalcio e aluminoferrito tetracalcio. A resposta bioldgica ao

MTA e seu mecanismo de acdo sdo similares ao hidroxido de calcio
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(CAMILLERI e PITT FORD, 2006; TAKITA et al, 2006). Devido as suas
propriedades fisicas e quimicas, estudos tém sido realizados para
investigar sua capacidade de selamento, resposta tecidual e citotoxicidade
(PITT FORD et al, 1996). A capacidade de selamento e a
biocompatibilidade do MTA proporcionam a formagao de ponte de dentina
(HOLLAND et al., 2001; FARACO e HOLLAND, 2001; AEINEHCHI et al.,
2002; CAMILLERI e PITT FORD, 2006). Quando comparado com o
cimento a base de hidréxido de célcio que pode ser dissolvido, o MTA
demonstrou ter baixa solubilidade (PITT FORD et al., 1996).

Cada material utilizado como protetor pulpar gera respostas
teciduais diferentes, de acordo com o método que o avalia. A avaliacao
dos efeitos destes materiais sobre o metabolismo das células pulpares
pode ser feita através do cultivo celular (ALLIOT-LICHT et al., 1994;
DEMARCO et al., 2001; STANISLAWSKI et al., 2003; CAVALCANTI et al.,
2005; TAKITA et al., 2006). Esta técnica permite o controle das condicoes
fisioldgicas do meio, como pH, temperatura, pressao osmotica, tensao de
0, e CO,. Porém, requer o controle da contaminacao e troca periddica do
meio de cultura (COSTA e SOUZA, 2005).

Dentre as possibilidades de estudos da atividade celular
frente a diferentes materiais, a producdo de citocinas é um dos fatores
mais importantes no que diz respeito a resposta inflamatoria. Algumas

células da polpa produzem as interleucinas 1 beta (IL-18) e 8 (IL-8) diante
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de uma injuria tecidual. A IL-1 é uma citocina pro-inflamatdria envolvida
no processo inflamatdério agudo e cronico e na cicatrizacdo do tecido
pulpar. IL-1 age localmente no recrutamento de células inflamatorias
(incluindo fibroblastos) e exerce varios efeitos bioldgicos. Sistemicamente,
IL-1 induz a resposta aguda e regula a producdao de agentes
vasodilatadores (D'SOUZA et al., 1989; LERTCHIRAKARN et al., 1998). IL-
1B é uma forma ativa predominante da IL-1 e desempenha um importante
papel na progressao da inflamacao pulpar (HOSOYA e MATSUSHIMA,
1997; BARKHORDAR et al., 2002). Além disso, a IL-1B pode estimular a
sintetizar colageno tipo I por fibroblastos da polpa sugerindo sua
participacdo na cicatrizacao (HOSOYA e MATSUSHIMA, 1997;
LERTCHIRAKARN et al., 1998; BARKHORDAR et al., 2002).

A IL-8 é uma importante quimiocina inflamatdria produzida
por uma variedade de células, incluindo fibroblastos, mondcitos, linfécitos
e células endoteliais, e € uma potente indutora da quimiotaxia e ativacao
de neutrofilos (NAGAOKA et al., 1996; HUANG et al., 1999; YANG et al.,
2003). IL-8 pode iniciar e aumentar o processo inflamatério em lesdes
pulpares e é responsavel pelo recrutamento de células imunes para o local
(LEVIN et al.,, 1999; SCHIMAUCHI et al, 2001). Fibroblastos pulpares
podem contribuir para regulagdo dos niveis de IL-8 na inflamagdo
(NAGAOKA et al.,, 1996; HUANG et al., 1999; YANG et al., 2003), mas

pouco se sabe sobre a capacidade de fibroblastos de polpas de dentes
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deciduos em participar do processo inflamatdrio. Baseado nesta duvida é

que foi desenvolvido o projeto.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Terapia pulpar

Brannstrédm e Vojinovic (1976) verificaram a resposta pulpar
frente a contaminagao bacteriana de 3 materiais de preenchimento (resina
composta, resina acrilica e cimento de silicato) aplicados em cavidades
profundas de 60 pré-molares extraidos por razdes ortodonticas. Os
resultados demonstraram que o dano pulpar pode ocorrer nao apenas
pela irritacdo quimica do material, mas pela contaminagdo bacteriana no
espaco entre o dente e o preenchimento.

Hill et al. (1991) avaliaram o grau de citotoxicidade do
formocresol e glutaraldeido em cultura de fibroblastos pulpares e células
Hela, além de determinar as concentracdoes antimicrobianas adequadas
dessas substancias para serem usadas em pulpotomias. A concentracdao
de 0,75% de formocresol ja € necessaria para matar as 9 espécies de

microorganismos avaliados. O uso do glutaraldeido a 6,25% pode ser
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usado como substituto do formocresol em pulpotomias de dentes deciduos
devido ao seu menor potencial citotoxico.

Kopel (1992) descreveu as principais caracteristicas clinicas,
radiograficas e histologicas dos dentes deciduos que devem ser
observadas para indicagdo do capeamento pulpar direto. A revisao da
literatura destaca o hidroxido de calcio como material mais utilizado sobre
a polpa exposta, porém alguns estudos relataram reabsorcao interna,
inflamacdo pulpar crénica e necrose quando este material foi colocado
sobre a polpa de dentes deciduos.

Alliot-Licht et al. (1994) compararam hidroxido de calcio e
hidroxiapatita como agentes capeadores pulpares em cultura de
fibroblastos da polpa humana. A hidroxiapatita permitiu a formacao de
tecido duro, enquanto que sob o hidréxido de calcio apareceu uma area
necrotica. Na presenca do hidroxido de calcio, as células exibiram
alteracao da morfologia, sintese de DNA, atividade de fosfatase alcalina e
sintese de proteinas.

Em 1994, Cox e Suzuki descreveram as vantagens e
desvantagens do uso do hidréxido de calcio, Como vantagens, os autores
destacaram que seu alto pH neutraliza o baixo pH dos tecidos infectados e
estimula a cicatrizacao e o reparo. Por outro lado, ressaltaram que a
dissolucao do hidroxido de calcio a longo prazo pode resultar em

microinfiltracao bacteriana e que os primers podem ser uma alternativa
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como agente capeador, j@ que a hibridizacdo diminui os riscos de
microinfiltragao.

Cox et al. (1995) ressaltaram a biocompatibilidade dos
adesivos resinosos com a dentina e o tecido pulpar. Segundo os autores, a
aplicacao do adesivo promove um selamento bioldgico permanente que
resiste a microinfiltragdo bacteriana evitando a hipersensibilidade
dentinaria, inflamacao e necrose pulpar que ocorrem devido a uma falha
no selamento da interface dente-restauracao.

Pitt Ford et al. (1996) avaliaram a resposta pulpar apds
aplicacao de MTA e hidréxido de calcio diretamente sobre a polpa exposta
de 12 dentes em macacos e observaram a formacgao de ponte de dentina
e auséncia de inflamacdo quando o MTA foi utilizado. Além disso,
destacaram a efetividade do MTA como capeador pulpar devido a sua
biocompatibilidade, capacidade de selamento e prevencao da infiltracao
bacteriana.

Cox et al. (1998) avaliaram a resposta histoldgica de polpas
de macacos expostas e nao-expostas quando capeadas com sistemas
adesivos. Os adesivos e as resinas compostas foram biologicamente
compativeis com os tecidos pulpares quando colocados nas polpas
expostas e nao-expostas.

Pameijer e Stanley (1998) descreveram os resultados de 5

diferentes tipos de sistemas adesivos convencionais aplicados sobre
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polpas expostas de animais primatas. Apesar da formagao de ponte de
dentina observada em alguns dentes capeados com sistemas adesivos, 0s
autores contra-indicam o uso da técnica de ataque &acido total como
capeamento pulpar direto em substituicdo ao hidroxido de calcio.

Tarim et al. (1998) verificaram a resposta histoldgica dos 2
sistemas adesivos em dentes de macacos. Em polpas nao-expostas, os
adesivos mostraram respostas pulpares similares, selamento marginal e
foram biologicamente aceitaveis.

Hebling et al. (1999a) compararam a biocompatibilidade de
um sistema adesivo e do hidrdxido de calcio quando aplicados sobre
polpas expostas de 32 pré-molares humanos, em intervalos de 7, 30 ou
60 dias apds o procedimento. Os autores observaram que, em contato
direto com o tecido pulpar, o adesivo provocou uma reagao inflamatoria
persistente que inibiu a completa formacao da ponte de dentina, contra-
indicando o uso deste material para capeamento pulpar direto em dentes
humanos.

Em outro estudo, Hebling et al. (1999b) avaliaram a reposta
do complexo dentina-polpa apds aplicacdo de sistema adesivo em
cavidades profundas de 46 pré-molares humanos. Os dentes foram
extraidos apds 7, 30 ou 60 dias e analisados histologicamente. Os
resultados mostraram uma persistente resposta inflamatdria que variava

de acordo com a quantidade de dentina remanescente. No grupo em que
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o remanescente dentinario foi protegido com hidréxido de calcio antes da
aplicacao do adesivo, o tecido pulpar exibiu caracteristicas histologicas
normais.

Em 2000, Kiba et al. analisaram a resposta pulpar apds
aplicacao de dois tipos de sistemas adesivos em polpas dentais expostas.
A andlise histopatoldgica do capeamento pulpar direto foi realizada em
intervalos de 7, 30 ou 90 dias. A utilizacao de EDTA antes da aplicacao do
adesivo sobre a polpa mostrou resposta mais severa que o sistema
adesivo auto-condicionante. O hidroxido de calcio permitiu a formacao de
ponte de dentina, apesar da necrose observada na camada superficial.

Ranly e Garcia-Godoy (2000) relataram os materiais mais
utilizados no passado e na atualidade para a terapia pulpar de dentes
deciduos e permanentes jovens descritos na literatura, destacando o uso
de hidréxido de calcio e os sistemas adesivos para capeamento pulpar
direto e do formocresol para pulpotomia.

Schuurs et al. (2000) descreveram a utilizacao de hidréxido
de célcio e adesivos resinosos para capeamento pulpar e, de acordo com
a literatura, salientaram que o hidroxido de calcio apresenta melhores
resultados que os adesivos.

Costa et al. (2000) avaliaram a biocompatibilidade de dois
adesivos resinosos e um cimento de hidroxido de calcio. 44 tubos de

polietileno foram preenchidos com estes materiais e implantados no dorso
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de ratos. A anadlise histolégica revelou que os adesivos promoveram uma
reagao inflamatodria moderada a severa em 7 dias, que diminuiu apos 30 e
60 dias. Por outro lado, hidréxido de calcio formou tecido conjuntivo
cicatricial quase completo em 30 dias.

Waterhouse et al. (2000) compararam clinica e
radiograficamente 84 molares deciduos pulpotomizados tratados com
formocresol e hidréxido de calcio. Os dentes foram avaliados em
intervalos de 6 meses a 2 anos. 84% dos dentes tratados com
formocresol e 77% dos dentes tratados com hidrdxido de calcio tiveram
sucesso clinico e radiografico. O hidréxido de calcio pode ser usado como
alternativa ao formocresol na terapia pulpar de dentes deciduos.

Demarco et al. (2001) avaliaram a biocompatibilidade de 2
sistemas adesivos aplicados em cultura celular (in vitro) e polpas dentais
humanas de 20 terceiros molares (in vivo) que foram extraidos apds 30 ou
90 dias. Os autores observaram que hidroxido de calcio promoveu
cicatrizacao pulpar em todos os dentes e exibiu menores efeitos
citotdxicos que os 2 adesivos avaliados.

Eidelman et al. (2001) compararam MTA e formocresol em
pulpotomias de 45 molares deciduos. Apenas 32 dentes foram avaliados
clinica e radiograficamente entre 6 e 30 meses, sendo que o MTA foi
utilizado em 15 molares e o formocresol nos outros 17. Apenas 1 dente

tratado com formocresol teve falha (reabsorcao interna) e nenhum dos
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dentes tratados com MTA mostrou qualquer patologia. O MTA mostrou
sucesso clinico e radiografico como material usado apds pulpotomia de
dentes deciduos, podendo ser um potencial substituto do formocresol.

Faraco e Holland (2001) observaram a resposta da polpa de
30 dentes de cachorros quando MTA e hidréxido de calcio foram utilizados
como materiais capeadores. Apds 2 meses, a analise histoldgica
demonstrou formacao de tecido duro e auséncia de infiltrado inflamatdrio
em todos os dentes tratados com MTA, que exibiu resultados superiores
ao hidroxido de calcio,

Holland et al. (2001) estudaram o comportamento da polpa
dental de cachorros apds pulpotomia e subseqiiente protecao do tecido
remanescente com MTA e cimento Portland, e verificaram bons resultados
com os dois materiais testados.

Souza Costa et al. (2001) avaliaram a resposta de 33 polpas
de pré-molares humanos apds capeamento pulpar direto com sistema
adesivo autocondicionante e hidréxido de calcio. Apds 5, 30 e 120-300
dias, os dentes foram extraidos e analisados microscopicamente. Os
resultados evidenciaram resposta inflamatdria leve a moderada nas polpas
capeadas com adesivo, que diminuiu com o tempo. Os autores concluiram
que o hidréxido de calcio € o material capeador de escolha para polpas
expostas e contra-indicam o uso de adesivo autocondicionante com esta

finalidade.
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Aeinehchi et al. (2002) compararam MTA e hidroxido de
calcio como materiais capeadores aplicados sobre a polpa exposta de 24
terceiros molares inferiores. Apds 1 semana, 2, 3 € 6 meses, os dentes
foram extraidos para realizar a analise histopatoldgica. Os dois materiais
permitiram a formagdo de ponte de dentina, porém os dentes capeados
com hidroxido de calcio exibiram inflamacdo mais frequentemente e com
maior severidade.

Em 2003, Stanislawski et al. utilizaram a forma monomérica
TEGDMA para investigar os efeitos citotoxicos em cultura de fibroblastos
humanos pulpares e gengivais. Os resultados mostraram que TEGDMA
induz a toxicidade de fibroblastos associada com uma rapida e drastica
deplecdo de GSH (glutatione) seguida pela produgao de espécies oxigénio-
reativas.

Agamy et al. (2004) compararam MTA branco, MTA cinza e
formocresol utilizados apds pulpotomia em dentes deciduos. As avaliacdes
clinicas e radiograficas foram feitas apds 1, 3, 6 e 12 meses. Os dentes
tratados selecionados para andlise histoldgica foram extraidos apds 6
meses. O MTA branco e cinza permitiram a formagao de ponte de dentina,
entretanto o MTA branco mostrou resposta pulpar menos favoravel que
MTA cinza. Pobre deposicdao de dentina secundaria foi observada quando

o formocresol foi utilizado.
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Cavalcanti et al. (2005) avaliaram os efeitos citotdxicos de
materiais utilizados como capeadores pulpares diretos em fibroblastos de
polpa dentdria humana. Os resultados demonstraram que as substancias
liberadas pelo adesivo foram citotdxicas para as células em cultura,
engquanto que as substancias liberadas pelo hidroxido de cdlcio foram
biocompativeis.

Ersin e Eronat (2005) investigaram a biocompatibilidade de
um sistema adesivo convencional comparado com hidroxido de calcio
quando aplicados em polpas expostas de 30 dentes de ovelha e 20 pré-
molares humanos. Os dentes foram extraidos 7 ou 90 dias apds o
tratamento e preparados para andlise histoldgica. O hidréxido de calcio
mostrou resposta pulpar mais favoravel, enquanto que o adesivo provocou
inflamagao persistente mesmo com a formacao de ponte de dentina.

Huang et al (2005) analisaram os efeitos de materiais
utilizados na terapia pulpar em células désseas obtidas de osteosarcoma
humano e a producao de IL-2, IL-4 e IL-10. MTA, Super EBA e hidrdxido
de calcio exibiram maiores niveis de IL-2 em relagdo ao grupo controle,
enquanto que as células em contato com MTA exibiram niveis aumentados
de IL-4 e IL-10 quando comparado com os outros materiais. MTA revelou
maior resposta antiinflamatéria, podendo modular a liberacdao de

componentes inflamatorios e a resposta inflamatoria.
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Camilleri e Pitt Ford (2006) descreveram os constituintes e
as propriedades bioldgicas do MTA. De acordo com a literatura, os estudos
demonstraram a biocompatibilidade do MTA quando comparado com
outros materiais.

Srinivasan et al (2006) descreveram o0s materiais
alternativos ao formocresol em pulpotomia de molares deciduos. Apds
revisdo da literatura, os autores concluiram que sulfato ferroso e MTA sdo
alternativas promissoras ao uso do formocresol, ja que alguns estudos
ressaltaram que o hidréxido de calcio pode causar reabsorcao interna
quando utilizado na terapia pulpar de dentes deciduos.

Takita et al. (2006) analisaram o efeito do MTA na
proliferacao de células da polpa dental humana em cultura e observaram
que o MTA aumenta potencialmente a proliferacao destas células devido a
constante liberacao de ions cdlcio, ja que este material é rico em éxido de
calcio que é convertido em hidréxido de célcio quando em contato com
fluido tecidual.

Em 2007, de Souza Costa et al avaliaram a
biocompatibilidade de dois cimentos a base de resina e um sistema
adesivo autocondicionante aplicados em cavidades profundas de 47
dentes humanos. Apds 5 ou 30-85 dias, os dentes foram extraidos e
analisados histologicamente. No periodo de 7 dias, o adesivo

autocondicionante causou maior resposta inflamatdria pulpar e
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desorganizacao tecidual que os outros materiais, entretanto, apds 30-85
dias, observou-se leve ou nenhuma resposta inflamatdria em todos os
materiais. Concluiu-se que os materiais testados sao biocompativeis para

serem empregados em cavidades profundas de dentes humanos.

2.2 Interleucina 1 beta

Para um melhor conhecimento do papel de IL-1 na
inflamacao pulpar, D "Souza et al. (1989) compararam os niveis de IL-1
em polpas de dentes higidos, cariados e periodontalmente afetados. A
atividade de IL-1 foi maior em polpas de dentes cariados sintomaticos
devido a presenca do infiltrado de células inflamatoérias que aumenta a
expressao de IL-1.

Em 1997, Hosoya e Matsushima analisaram a producao de
IL-18 em células de polpa dentaria humana estimuladas com
lipopolissacarideo (LPS) e verificaram que estas células liberam IL-1B em
tempo e dose-dependente desempenhando um importante papel na
progressao da inflamacao pulpar.

Koh et al. (1997) avaliaram a producao de IL-1a, IL-18 e IL-
6 e atividade de fosfatase alcalina em osteoblastos humanos na presenca
de MTA em intervalos de 1, 6, 12, 24, 48, 72, 144 e 192 h. Os niveis das

interleucinas foram maiores apds 144 h, com valores aumentados em
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todos os periodos de tempo. A atividade de fosfatase alcalina apresentou-
se normal. MTA estimula o crescimento celular e a producao de
interleucinas por osteoblastos humanos.

Em outro estudo, Koh et al. (1998) verificaram a resposta
celular e a producao de citocinas em intervalos de 1 a 144 h por
osteoblastos derivados de osteosarcoma humano na presenca de MTA e
IRM utilizando microscopia eletrénica de varredura (MEV) e ELISA. MEV
revelou diferentes padroes de morfologia celular para os dois materiais.
Os niveis de IL-1o, IL-1B e IL-6 estiveram elevados com 144 h e
aumentados em todos os periodos na presenca do MTA. Por outro lado,
quantidades indetectaveis de interleucinas foram observadas na presenca
de IRM. MTA oferece um substrato biologicamente ativo para células
osseas e estimula a producao de interleucinas.

Lertchirakarn et al. (1998) investigaram o efeito de IL-1B na
proliferacao de fibroblastos pulpares e sintese de colageno in vitro. Os
resultados mostraram que IL-18 é um potente mediador da sintese de
prostaglandina E, (PGE;) e de colageno por fibroblastos pulpares, porém
inibe a proliferacao destas células no processo de cicatrizagao.

Barkhordar et al. (2002) verificaram a atividade de IL-1B e
seu efeito na sintese de colageno em cultura de fibroblastos derivados de
polpas dentais humanas saudaveis e doentes. Os resultados mostraram

que os niveis de IL-18 foram significantemente maiores em fibroblastos de
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polpas doentes que também tiveram niveis maiores de sintese de

colageno.

2.3 Interleucina 8

Nagaoka et al. (1996) investigaram a expressao de IL-8 em
cultura de fibroblastos de polpa dental humana apds estimulacdo com
LPS. Os niveis de IL-8 aumentaram apos 2 horas de exposicao, atingindo
um maximo em 4 a 8 horas, e declinando apds 48 horas. Os resultados
indicaram que fibroblastos pulpares podem expressar IL-8 sob estimulacao
com LPS.

Em 1999, Huang et al. estudaram a expressao de IL-8 em
polpas dentais humanas normais e inflamadas, e verificaram que os niveis
de IL-8 foram significantemente maiores em polpas inflamadas obtidas de
dentes com pulpite irreversivel.

Levin et al. (1999) avaliaram a expressao de IL-8 por
odontoblastos humanos obtidos de terceiros molares sadios que foram
mantidos em cultura e expostos ao LPS no 4° dia. As células em cultura
exibiram baixos niveis de IL-8 que aumentaram apds exposicao ao LPS,
sugerindo que odontoblastos podem detectar a presenca de antigenos e
estimular a resposta inflamatdria aguda.

Schimauchi et al. (2001) verificaram os niveis de IL-8 e dxido

nitrico em exsudatos coletados de canais radiculares de dentes humanos
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durante tratamento endodobntico de rotina, além da associacao desses
mediadores com sintomas clinicos de periodontite periapical. Os
resultados mostraram maiores niveis de IL-8 em exsudatos obtidos de
lesdes periapicais que tinham sintomas de dor, sugerindo que uma maior
expressao de IL-8 pode ter um papel crucial no desenvolvimento dos
sintomas da doenca periapical.

Yang et al. (2003) analisaram a expressao de IL-8 por
fibroblastos pulpares humanos e osteoblastos estimulados com
Bacteroides pigmentados. Os autores observaram que essas bactérias
induzem a expressao de IL-8 por fibroblastos de polpa e osteoblastos,

sugerindo a atuacdo como células imuno-responsivas.
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3 PROPOSICAO

Este trabalho teve como objetivo verificar a participacao de
fibroblastos da polpa humana de dente deciduo no processo inflamatorio,
analisando a producao de IL-1B e IL-8 frente a diferentes materiais

utilizados para capeamento pulpar.
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4 MATERIAL E METODOS

Para este estudo foram utilizados fibroblastos de polpa
humana de dentes deciduos obtidos do Banco de Células do Laboratorio
de Bioodontologia da Universidade Ibirapuera, conforme autorizacao
expedida pela Responsavel do Laboratério (Anexo 1). Este trabalho foi
aprovado pelo Comité de Ftica em Pesquisa da Universidade Ibirapuera,

sob o parecer 278/07 (Anexo 2).

Figura 1: Fibroblastos de polpa humana de dentes deciduos
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4.1 Definicao dos grupos experimentais

Os materiais foram aplicados nas células cultivadas em meio

condicionado e foram divididos em grupos:

controle negativo (meio de cultura fresco sem
condicionamento);

controle positivo (meio de cultura fresco com LPS);
hidréxido de calcio PA (Férmula e Agdo, Brasil);

agregado de tridxidos minerais (MTA Bio, Angelus,
Brasil);

sistema adesivo (Prime & Bond 2.1, Dentsply, Brasil);

formocresol diluido (Férmula e Acao, Brasil).

4.2 Preparo das substancias

No grupo controle positivo, foi adicionado ao meio de cultura

10 ng/mL de LPS para induzir a producao de interleucinas pelas células.

O pd de hidroxido de calcio foi colocado no fundo de um

tubo de 15 mL de capacidade com o auxilio de uma espatula n°. 24

estéril. O MTA foi manipulado com espatula n°. 24 e placa de vidro estéril,

seguindo as instrucdes do fabricante, e colocado no fundo do tubo de
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ensaio de 15 mL. O adesivo dentinario e o formocresol diluido foram
gotejados diretamente no fundo de diferentes tubos de 15 mL.

Os materiais foram mensurados em balanca analitica para
serem utilizados na proporcao de 0,2 g para cada 1 mL de meio Dulbecco
modificado por Eagle (DMEM, Cultilab, Campinas, SP, Brasil).

O adesivo foi fotoativado com lampada halégena de 600
mW/cm? de poténcia (3M, Canadd) por 20 segundos enquanto o meio de

cultura era vertido sobre ele (Figura 2).

L

Figura 2: Esquema ilustrando o condicionamento do meio.

4.3 Condicionamento dos meios de cultivo

O meio de cultivo foi colocado em contato com as
substancias individualmente por 1 hora em estufa com atmosfera Umida e
temperatura de 37°C. Apds este periodo, os meios foram coletados com

uma seringa e passados em filtros com poros de 0,22 pm (Corning, EUA)
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para serem aplicados as culturas numa diluicao de 1% (CAVALCANTI et

al., 2005).

4.4 Cultivo celular

Para os experimentos foram utilizados fibroblastos da polpa
dentdria de dentes deciduos humanos entre a quinta e a décima
passagens cedidos pelo laboratério de Bioodontologia da Universidade
Ibirapuera. As células foram cultivadas em DMEM suplementado com soro
bovino fetal a 10% e solucdo antibidtica-antimicotica a 1% (10000
unidades de penicilina, 10 mg de estreptomicina e 25 pg de anfotericina B
por mL em cloreto de sodio 0,9%; Cultilab, Campinas, SP, Brasil) em
frascos de 75 cm?. As células foram mantidas em cadmara Umida a 37°C e
5% CO..

Apds a subconfluéncia da camada de células, estas foram
destacadas do fundo do frasco com o uso de solucao de tripsina a 0,25%
(Sigma) em solucao tampao fosfato salina (PBS) e plagueadas em placas

de 6 pocos de 35 mm de diametro (Figura 3).
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Figura 3: Placas de 6 pogos usadas no experimento.

4.5 Inducao com os materiais

Apds 24 horas, quando as células estavam aderidas no fundo
dos pocos, o meio de cultura DMEM foi substituido pelo meio de cultura
condicionado pelas substancias. O meio condicionado permaneceu em

contato com as células durante 24 horas.

4.6 Extracao das proteinas

Apds o periodo de inducdo, foi realizada a aspiracdao dos

meios de cada pogo que foram lavados duas vezes com PBS gelado (cerca

de 4°C).
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Durante os procedimentos de extracao, as placas foram
mantidas sempre sobre gelo a fim de evitar a volatilizacdo das proteinas.
Em cada poco, colocou-se 100 ul de RIPA (Pierce Biotechnology, Rockford,
IL, EUA) com 1 pl de inibidor de protease (Sigma) que foram deixados em
contato com as células por 15 minutos. Apds este periodo, realizou-se
uma raspagem vigorosa dos pocos com auxilio de scrapper e o conteldo
obtido pela raspagem foi coletado e transferido para diferentes tubos
eppendorf (um para cada poc¢o). Esses tubos foram centrifugados por 15
minutos a 14.000 rpm (Cientec, Piracicaba, SP, Brasil) sob refrigeracao a
40C.

Apos a centrifugacao, foi feita a coleta do sobrenadante e
realizada a diluicao da amostra na proporcao 1:4 (100 pl da amostra para

300 pl de diluente presente no kit de ELISA).

4.7 ELISA

A quantificacdo das citocinas foi feita através de kits de
ELISA para IL-1B (RPN-5971, Biotrak, Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, Inglaterra) e IL-8 (RPN-5969, Biotrak, Amersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Inglaterra).

As instrucoes de diluicao, preparo e leitura foram fornecidas

pelo fabricante dos kits e seguiram a descricao abaixo:
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e Preparo da solucao de lavagem fornecida pelo kit
(acrescentou-se 475 mL de agua destilada em 25 mL da solugdo de
lavagem);

e Colocacao das amostras padrao nas posicoes indicadas
pelo kit;

e Adicdo de 150 pl de agua destilada nos pocos das
amostras padrao e em branco;

e Adicdo de 100 pl de agua destilada nos pocos das
amostras testadas;

e Colocacao de 50 pl das amostras testadas em duplicata,
nas posicoes indicadas pelo kit;

e Cobertura das amostras com adesivo fornecido e
incubagao pelo periodo de duas horas em temperatura ambiente;

e Aspiracao e lavagem dos pogos por 3 vezes, seguida de
secagem;

e Adicao de 100 pl de substrato reagente TMB (fornecido
com o kit) em cada poco e incubacao por 10 minutos em temperatura
ambiente;

e Adicao de 100 pl da solucao de parada do kit em cada

POGO;
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e Determinacdo da densidade optica com uso de
espectrofotobmetro ajustado para 450 nm, de acordo com as
especificagoes do kit;

e Andlise dos resultados comparando as densidades Opticas

das amostras com os padroes.

4.8 Analise Estatistica

Os dados de ELISA foram analisados estatisticamente por
ANOVA, numa significancia de 5%. Em caso de diferengas, o teste de

Tukey (p<0,05) foi utilizado para a localizagcao destas.



5 RESULTADOS

5.1 Interleucina 1 beta
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A producao de IL-1B pelos diferentes materiais esta ilustrada

na figura 4 e os dados expressos na tabela 1.

18

16

14

12

10

pgiml

10,60

9,19

385

T
1,19 |

185

O N W

Controle -

Figura 4: Producao de Interleucina 1B frente aos grupos experimentais.
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Tabela 1: Valores médios de interleucina 18 das amostras testadas (%
desvio padrao).

Controle Controle

- + Ca(OH)2 MTA Adesivo Formocresol
Média 1,19 10,60 9,19 4,61 3,85 1,85
SD 0,36 4,99 4,94 2,81 3,24 2,42
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A andlise estatistica (Tabelas 2 e 3) mostrou diferencas

entre os materiais testados e nas comparacoes entre os dados. Entre os

materiais, observou-se que o hidroxido de calcio estimulou maior

producao de IL-1B, tendo valores semelhantes ao controle positivo. Os

demais nao estimularam a producao de IL-1B, ficando semelhantes ao

grupo controle negativo.

Tabela 2: Andlise de variancia para interleucina 18

Analise de

P-value

F crit

variancia SS df MS F
Entre os grupos 446,91318 5 89,38264 7,279035 0,000144 2,5335545
Residuo 368,38388 30 12,27946
Total 815,29705 35

Tabela 3: Teste de Tukey para as comparagdes (p<0,05). Anadlise de

dados para interleucina 18.

Controle

Controle- + Ca(OH)2 MTA Adesivo Formocresol
Controle - X X X X X X
Controle + 9,409* X X X X X
Ca(OH)2 7,993* 1,415 X X X X
MTA 3,415 5,993 4,578 X X X
Adesivo 2,658 6,750* 5,335 0,757 X X
Formocresol 0,661 8,747* 7,332% 2,754 1,997 X

* Diferencas estatisticas (valor critico de Tukey = 6,152)

5.2 Interleucina 8

A produgdo de IL-8 pelos diferentes materiais esta ilustrada

na figura 5 e os dados expressos na tabela 4.
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Figura 5: Producao de Interleucina 8 frente aos grupos experimentais.

Tabela 4: Valores médios de interleucina 8 das amostras testadas (+
desvio padrao).
Controle Controle
- + Ca(OH)2 MTA Adesivo Formocresol

Média 3,61 137,46 44,71 73,47 71,62 61,70
SD 4,06 42,45 23,02 18,95 22,36 30,53

Todos os materiais, com excecao do hidréxido de calcio,
apresentaram diferencas significantes estatisticamente em relacao ao
controle negativo, indicando que esses materiais, exceto o hidrdxido de

calcio, estimulam a produgao de IL-8 (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5: Andlise de variancia para interleucina 8.

Analise de

variancia SS df MS F P-value F crit
Entre os 2,5335545
grupos 57339,90693 5 11467,9814 16,6231726 7,24977E-08 45

Residuo 20696,37662 30 689,879221
Total 78036,28355 35
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Tabela 6: Teste de Tukey para as comparacoes (p<0,05). Andlise de
dados para interleucina 8.

Controle

Controle- + Ca(OH)2 MTA Adesivo Formocresol
Controle - X X X X X X
Controle + 133,855* X X X X X
Ca(OH)2 41,110 92,746* X X X X
Adesivo 69,864*  63,991* 28,754 X X X
MTA 68,011*  65,844* 26,901 1,853 X X
Formocresol 58,094* 75,762* 16,984 11,771 9,918 X

* Diferencas estatisticas (valor critico de Tukey = 46,108)
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6 DISCUSSAO

Neste estudo foram utilizados fibroblastos de polpa humana
de dente deciduo em cultura para analisar a producdo de IL-1B e IL-8
frente a diferentes materiais utilizados para capeamento pulpar. A analise
da quantificacao dessas interleucinas por ELISA mostrou que o hidroxido
de calcio estimulou a producdo de IL-18 e ndo estimulou a producdo de
IL-8. Ja os outros materiais tiveram comportamento oposto ao hidrdxido
de calcio, tendo induzido a producdo de IL-8 sem, no entanto, estimular a
producao de IL-1B.

A proposta deste estudo se baseou no fato de que varias
citocinas sao produzidas por diferentes tipos celulares atuando no
processo inflamatdrio agudo. Estudos tém demonstrado que fibroblastos
pulpares produzem as interleucinas 1 e 8 diante de uma injuria tecidual
(D'SOUZA et al., 1989; NAGAOKA et al., 1996; HOSOYA e MATSUSHIMA,
1997; LERTCHIRAKARN et al, 1998; BARKHORDAR et al., 2002).
Entretanto, apesar de se saber que as diferencas entre histologia e

fisiologia das polpas de dentes deciduos e permanentes podem levar a
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diferentes respostas em relacdo a irritagdo, infeccdo e trauma provocado
pela exposicao pulpar e, conseqiiente, colocacao do material capeador
(KOPEL, 1992), a literatura pouco informa sobre as respostas especificas
de células de dentes deciduos. Por isso, este trabalho teve como objetivo
verificar a participacao de fibroblastos da polpa de dente deciduo no
processo inflamatdrio, bem como a producao de IL-1B e IL-8 frente a
diferentes materiais utilizados para capeamento pulpar.

Neste trabalho, optou-se por utilizar a técnica de cultivo
celular, um estudo /in vitro utilizado em outros estudos (ALLIOT-LICHT et
al., 1994; KOH et al., 1998; DEMARCO et al., 2001; STANISLAWSKI et al.,
2003; CAVALCANTI et al., 2005; TAKITA et al., 2006), além de permitir o
controle das condigdes fisioldgicas do meio de cultura e da contaminacao
(COSTA e SOUZA, 2005).

Com essa metodologia, a utilizacao de meios condicionados,
sugerida por Cavalcanti et al. (2005), permite a liberacdo de substancias
no meio de cultura durante a presa ou polimerizacao dos materiais
evitando, assim, o contato direto do material com as células. Desta forma,
torna-se possivel reproduzir uma situacao clinica e avaliar os efeitos dos
materiais sobre as células pulpares. No presente trabalho optou-se pela
diluicdo do meio condicionado a 1%, ja que no estudo piloto o meio
condicionado diluido a 10% mostrou-se citotdxico provocando morte

celular nos grupos do adesivo e do formocresol.
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A escolha do material para ser aplicado sobre a polpa
exposta € de fundamental importancia por causa dos efeitos deletérios
que podem ser causados no tecido pulpar. O hidroxido de calcio é o
principal material utilizado como capeador pulpar, pois tem demonstrado
ser biocompativel (ALLIOT-LICHT et al, 1994; KIBA et al., 2000;
CAVALCANTI et al., 2005; ERSIN e ERONAT, 2005). Além disso, este
material permite o processo de cicatrizagdo e reparo do tecido pulpar
guando colocado diretamente sobre a polpa exposta com a formacao da
ponte de dentina (COX e SUZUKI, 1994; COX et al., 1998; COSTA et al.,
2000; SCHUURS et al., 2000).

No presente estudo, observou-se que o hidroxido de calcio
possui grande capacidade de induzir a producao de IL-1B, o que pode ser
explicado pelo fato de esta citocina ser multifuncional (D'SOUZA et al.,
1989; HOSOYA e MATSUSHIMA, 1997; LERTCHIRAKARN et al., 1998;
BARKHORDAR et al., 2002; ABBAS e LICHTMAN, 2005). Assim, uma maior
quantidade de IL-18 pode nao ser exatamente um indicativo de
citotoxicidade do material, mas sim um sinal de que esta citocina,
presente em varias etapas do processo inflamatério, também esta
relacionada a processos de limpeza da area agredida e controle da
inflamacdao (ABBAS e LICHTMAN, 2005). Ja a auséncia de estimulo de
producao de IL-8 pelo hidroxido de calcio esta provavelmente relacionada

ao pequeno potencial inflamatdrio deste material, particularmente no que
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diz respeito ao recrutamento de neutrdfilos, principal funcdo da IL-8
(NAGAOKA et al., 1996; HUANG et al., 1999; YANG et al., 2003).

A utilizacao de sistemas adesivos como materiais capeadores
pulpares é bastante controversa na literatura. Alguns autores mostraram
resultados favoraveis com a aplicacdao do adesivo sobre a polpa exposta
(COX et al., 1995; COX et al., 1998; TARIM et al., 1998; KIBA et al.,
2000). Entretanto, os resultados apresentados em outros trabalhos
demonstraram uma menor biocompatibilidade dos sistemas adesivos
sobre a exposicao pulpar (PAMEIJER e STANLEY, 1998; HEBLING et al.,
1999a; DEMARCO et al., 2001), quando aplicado em cavidades profundas
(HEBLING et al., 1999b; DE SOUZA COSTA et al., 2007) ou em cultura de
células (DEMARCO et al., 2001; STANISLAWSKI et al., 2003; CAVALCANTI
et al., 2005), principalmente pela liberacdo de componentes citotdxicos
durante a polimerizagao. No presente estudo observou-se que o adesivo
dentinario tem potencial de estimulo de IL-8, o que esta de acordo com o
potencial inflamatodrio observado em estudos in vivo (HEBLING et al.,
1999a; HEBLING et al, 1999b; COSTA et al., 2000; DEMARCO et al.,
2001; SOUZA COSTA et al., 2001).

Assim, por apresentarem respostas semelhantes in vivo
(WATERHOUSE et al., 2000; EIDELMAN et al., 2001; AGAMY et al., 2004),
pode-se observar que os resultados na producao de ambas as

interleucinas foi semelhante entre o adesivo dentinario e o formocresol. O
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formocresol é recomendado para pulpotomia de dentes deciduos em
substituicdo ao hidréxido de calcio que pode causar reabsorcao interna
quando aplicado como material capeador nestes dentes (HILL et al., 1991;
KOPEL, 1992; RANLY e GARCIA-GODOQY, 2000; WATERHOUSE et al.,
2000; SRINIVASAN et al., 2006).

Quanto ao MTA, sabe-se que este material tem sido
recentemente empregado como material capeador devido a sua alta
biocompatibilidade e proporcionar resultados semelhantes ou superiores
ao hidroxido de célcio (PITT FORD et al., 1996; FARACO e HOLLAND,
2001; HOLLAND et al., 2001; AEINEHCHI et al., 2002; CAMILLERI e PITT
FORD, 2006; TAKITA et al., 2006). Resultados favoraveis também podem
ser observados quando este material é utilizado para capeamento pulpar
direto e pulpotomia em dentes deciduos (EIDELMAN et al., 2001; AGAMY
et al.,, 2004). Quanto a producao das interleucinas, o MTA se situou em
estagio intermediario em relacdo aos outros materiais, sendo semelhante
aos dois controles no caso da IL-1B e diferente dos dois controles no caso
da IL-8. Esse padrao é um pouco mais complexo de se explicar, mas pelo
ja descrito para os outros materiais, € de se esperar que o MTA tenha
também pequeno potencial inflamatdrio agudo (IL-8) sem, no entanto,
deixar de regular o processo inflamatdrio como o hidréxido de calcio (IL-

1B) (KOH et al., 1997; KOH et al., 1998; HUANG et al., 2005).
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Neste trabalho, a andlise da producao de IL-1B8 e IL-8 foi
feita por ELISA, um método recomendado na literatura para realizar a
quantificacao de citocinas em cultura de fibroblastos de polpa humana
(NAGAOKA et al., 1996; HOSOYA e MATSUSHIMA, 1997; LERTCHIRAKARN
et al., 1998; HUANG et al., 1999; SHIMAUCHI et al., 2001; BARKHORDAR
et al., 2002). Com este método, os resultados do presente estudo
comprovaram que LPS estimulou maior producao de IL-1B e IL-8 por
fibroblastos pulpares de dente deciduo em cultura, ao contrario do que foi
observado no controle negativo, o que indica a adequada padronizagao do
estudo. Alguns trabalhos demonstraram que a presencga do LPS bacteriano
estimula a producao de interleucinas por fibroblastos de polpa humana
(NAGAOKA et al., 1996; HOSOYA e MATSUSHIMA, 1997; LEVIN et al.,
1999; YANG et al., 2003).

Enfim, duas frentes de estudos podem decorrer deste
estudo: uma comparando respostas celulares de fibroblastos de dentes
deciduos e de dentes permanentes no que diz respeito aos materiais
usados para capeamento pulpar direto e/ou pulpotomias. Outra frente
seria a de aprofundar os estudos na resposta celular, relacionando
receptores de membrana, vias de sinalizacao e genes envolvidos no
processo, 0 que poderia elucidar mais precisamente 0s mecanismos

envolvidos no processo inflamatério pulpar.
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7 CONCLUSOES

Com base na metodologia aplicada e nos resultados obtidos

neste trabalho, conclui-se que:

1. Fibroblastos de polpa de dentes deciduos respondem
imunologicamente a estimulos externos ao tecido,
através da producdo de IL-18 e IL-8;

2. O hidréxido de calcio induz produgao de IL-1B e nao
induz a producao de IL-8 em fibroblastos de polpa de
dente deciduo;

3. O adesivo dentinario e o formocresol induzem a producao
de IL-8 e nao induzem a producao de IL-1B em
fibroblastos de polpa de dente deciduo;

4. O MTA esta em estagio intermediario quando comparado
aos outros materiais, tendo induzido tanto IL-18 quanto

IL-8, mas ambos em menores quantidades.
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