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RESumoO

Silva FWGP. Métodos de avaliagdo e mecanismos envolvidos no reparo apical e periapical apds
tratamento endodontico em dentes com lesdo induzida experimentalmente [tese]. Ribeirdo Preto:
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo; 2009.

Considerando-se a localizacdo intra-6ssea das lesdes periapicais, o diagndstico clinico é dificultado e
a avaliacdo radiogréfica ndo fornece informacodes suficientes para o diagnéstico de um periodonto
apical sadio pds-tratamento. Dessa maneira, o objetivo deste estudo foi comparar os achados
radiograficos e por tomografia computadorizada de feixe conico com a avaliacdo microscdpica apds
tratamento de canais radiculares em dentes de cdes e avaliar a participacdo das metaloproteinases
da matriz (MMPs) na lesdo periapical e nos tecidos em processo de reparacdo, assim como em cistos
e granulomas periapicais obtidos de humanos. A seguir, os mecanismos envolvidos na
cementogénese apical foram investigados utilizando células do ligamento periodontal de humanos.
Foram induzidas lesGes periapicais em dentes de cdes e o tratamento endodontico foi realizado em
sessdo Unica ou apos utilizagdo de um curativo de demora a base de hidréxido de calcio [Ca(OH),].
AvaliacGes radiograficas e tomograficas foram realizadas previamente, apds a inducdo das lesdes
periapicais e 180 dias apds o tratamento endodontico. Os tecidos periapicais foram avaliados por
meio de microscopia de luz, imunofluorescéncia, imunoistoquimica e RT-PCR em tempo real. In vitro,
células do ligamento periodontal foram utilizadas para avaliar os efeitos da estimulagcdo com Ca(OH),
nos processos de migracdo, proliferacao, diferenciacdo celular e mineralizacdo. As vias de sinalizagdo
envolvidas na diferenciagdo cementoblastica foram investigadas por meio de inibidores bioquimicos
da via das proteinas quinases ativadoras de mitose (MAPK), bloqueadores de canais de cdlcio e
silenciadores de RNA para proteinas quinases reguladas por sinal extracelular (ERK-1 / ERK-2). De
acordo com os resultados obtidos, a tomografia computadorizada permitiu a deteccdo de lesdes
periapicais com maior sensibilidade e acuracia que a radiografia periapical convencional, utilizando-
se a avaliacgdo microscépica como padrao-ouro. Histologicamente, as lesdes periapicais
experimentalmente induzidas apresentaram bactérias distribuidas pelo sistema de canais radiculares
e lacunas de reabsorcdao do cemento e estavam associadas a desorganizacdo das fibras colagenas e
alta expressdao de MMPs. A presenca das MMPs em processos inflamatérios periapicais de humanos
(cistos e granulomas) foi confirmada. Nos dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento
endodbntico em sessdo Unica o desfecho do tratamento endodontico foi caracterizado pela
manutencdo ou progressao da lesdo periapical e alta expressdao de MMPs. Por outro lado, nos dentes
submetidos ao tratamento endodoéntico utilizando o Ca(OH), como curativo de demora, maior
numero de espécimes apresentaram regressao da lesdo periapical e houve modulagdo da expressao
de MMPs pelo tratamento. Neste grupo foi evidenciada neoformacdo de cemento no forame apical.
Células do ligamento periodontal estimuladas com Ca(OH), expressaram proteinas especificas de
cementoblastos (CEMP-1, CAP) e foram capazes de sintetizar nédulos de mineralizacdo, mediados via
ERK MAPK. A acdo do Ca(OH), ocorreu via canais de calcio, uma vez que o bloqueio destes canais
inibiu a fosforilagdo de ERK-1 e ERK-2 e, portanto, a expressdo de CEMP-1 e CAP. CEMP-1 estimulou a
migracdo, proliferacdo e mineralizacdo mediada por células, exercendo um papel central na
cementogénese, uma vez que o bloqueio de CEMP-1 inibiu a migracdo celular e mineralizagdo.
Juntos, estes resultados permitem concluir que a tomografia computadorizada é superior a
radiografia periapical convencional para deteccdo de lesdes periapicais refratarias ao tratamento de
canais radiculares. Ainda, o tratamento endoddntico realizado utilizando o hidréxido de célcio como
curativo de demora propiciou um reparo apical e periapical mais favoravel do que o tratamento
endoddntico em sessdo Unica, possivelmente devido a capacidade do Ca(OH), induzir a diferenciagdo
de células do ligamento em células com um fendtipo cementoblastico e posterior mineralizagao.

Palavras-chave: Lesdo periapical, Tratamento endoddntico, Tomografia computadorizada de feixe
cOnico, Exame radiografico, Metaloproteinases da matriz, Hidréoxido de cdlcio, Ligamento
periodontal, Cementogénese.



ABSTRACT

Silva FWGP. Methods of evaluation and mechanisms involved in apical and periapical repair
following root canal treatment in teeth with experimentally-induced apical periodontitis [thesis].
Ribeirdo Preto: School of Dentistry of Ribeirdo Preto at University of Sdo Paulo; 2009.

Clinical diagnosis of apical periodontitis is difficult due to the intraosseous nature of the disease and
radiographic evaluation does not provide sufficient information to determine a healthy apical
periodontium following root canal therapy. Therefore, the aim of this study was to compare the
radiographic and cone beam computed tomographic findings with microscopic evaluation following
root canal treatment in dogs’ teeth. Then, the presence of matrix metalloproteinases (MMPs) in
apical periodontitis and during the healing phase following treatment was evaluated and compared
to the expression of MMPs in periapical cysts and granulomas obtained from human. Finally, the
mechanisms involved in apical cementogenesis were investigated using human periodontal ligament
cells. Apical periodontitis was induced in dogs’ teeth and then root canal treatment was performed in
a single visit or using calcium hydroxide [Ca(OH),] as the root canal dressing. Tomographic and
radiographic evaluations were performed prior to and following induction of apical periodontitis, and
180 days following root canal therapy. Periapical tissues were evaluated by conventional light
microscopy, immunofluorescence, immunohistochemistry, and real time RT-PCR. In vitro, periodontal
ligament cells were used to evaluate the effects of Ca(OH), treatment on cell migration, proliferation,
differentiation, and mineralization. The signaling pathways triggered by treatment with Ca(OH), were
investigated using mitogen activated protein kinase (MAPK) biochemical inhibitors, calcium channel
blockers, and extracellular regulated protein kinase (ERK-1 / ERK-2) silencing RNAs. Based on the
results obtained, apical periodontitis was detected with higher sensitivity and accuracy by means of
cone beam computed tomography compared to conventional periapical radiographs, using
microscopic evaluation as the gold standard. Histological evaluation revealed that teeth with apical
periodontitis presented microorganisms throughout the root canal system and in areas with
resorption of cementum. Apical periodontitis was characterized by collagen fiber disorganization and
high expression of MMPs. The presence and activity of MMPs was confirmed in periapical
inflammatory diseases (cysts and granulomas) obtained from humans. Root canal treatment
outcome was characterized by maintenance or progression of apical periodontitis and high
expression of MMPs in teeth submitted to root canal treatment in a single visit, whereas root canal
treatment outcome in teeth submitted to root canal treatment using Ca(OH), as the root canal
dressing, higher number of teeth presented reduced apical periodontitis and lower expression of
MMPs. In this group, cementum neogenesis was evident in the apical foramina. Periodontal ligament
cells stimulated with Ca(OH), expressed cementoblastic specific proteins (CEMP-1, CAP) and were
able to synthesize mineralized nodules via ERK MAPK. The effects of Ca(OH), occurred via calcium
channels, since their blockade prevented ERK-1 and ERK-2 phosphorylation and therefore expression
of CEMP-1 and CAP. CEMP-1 stimulated cell migration, proliferation, and mineralization and it was
central to cementogenesis because blockade of activity of CEMP-1 prevented cell migration and
mineralization. Taken together, these findings demonstrate that cone beam computed tomography is
superior to conventional periapical radiography for detection of refractory apical periodontitis.
Furthermore, the root canal treatment using Ca(OH), as the root canal dressing permitted a more
favorable outcome than the root canal treatment performed in a single visit, probably due to the
ability of Ca(OH), induce cementoblastic differentiation of periodontal ligament cells and
mineralization.

Key-words: Apical periodontitis, Root canal treatment, Cone beam computed tomography,
Radiographic evaluation, Matrix metalloproteinases, Calcium hydroxide, Periodontal ligament,
Cementogenesis.
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INTRODUCAO

As lesOes periapicais sdo patologias frequentes no complexo maxilofacial (Liapatas et
al., 2003; Ricucci et al., 2006; Bueno e Estrela, 2008) e sdo resultantes da contaminacgdo e
necrose da polpa dental e progressao da infeccdo em direcdo ao ligamento periodontal e
osso alveolar propriamente dito (Kakehashi et al., 1965, Nair, 2004; Fabricius et al., 2006). A
interacdo do nimero de microrganismos presentes no interior dos canais radiculares, o grau
de viruléncia destes microrganismos e a defesa organica do individuo determinam a
ocorréncia de tipos de alteraces periapicais especificos, variando de abscessos a cistos e
granulomas periapicais (@rstavik e Pitt-Ford, 1998; Leonardo, 2008).

Independentemente se a manifestacdo da lesdo periapical é aguda ou cronica, o fator
etioldgico primdrio de todas as formas da lesdo é a contaminagdo microbiana dos canais
radiculares (Kakehashi et al., 1965; Nair et al., 2005; Fabricius et al., 2006). Dessa maneira,
no tratamento da lesdo periapical, é importante a remog¢do dos microrganismos que
estimulam o desenvolvimento, a progressao e a manutencdo da resposta imuno-inflamatodria
periapical, sendo o objetivo principal a eliminacdo da contaminac¢do no sistema de canais
radiculares (Carrotte, 2004a; Leonardo, 2008). Para esta finalidade sdo utilizados diferentes
materiais, técnicas e instrumentos visando a limpeza fisico-quimico-mecanica desse sistema
complexo (Carrotte, 2004b).

O tratamento endodontico radical é a terapia de escolha para combater a lesdo
periapical. Entretanto, quando a assepsia do sistema de canais radiculares ndo é realizada
adequadamente, a lesdo periapical ndo é eliminada, ainda que nao existam sinais e sintomas
clinicos (Fabricius et al., 2006; Estrela et al., 2008c; Ricucci et al., 2009). A taxa estimada de
sucesso clinico-radiografico do tratamento de canais radiculares convencional varia de 64 a
85% dos casos (Kojima et al., 2004; Sathorn et al., 2005; Ng et al., 2007; Wu et al., 2009),
excluindo-se os casos de retratamento e cirurgias parendodoénticas associadas. Essa taxa de
sucesso € menor nos dentes com lesdo periapical visivel radiograficamente comparado aos
dentes com vitalidade pulpar (Kojima et al., 2004; Ng et al., 2008), indicando portanto que o
tratamento endodontico realizado em dentes com lesGes periapicais deve ser reavaliado
com a finalidade de se obter taxas de sucesso semelhantes aos dentes com vitalidade

pulpar.
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Embora a porcentagem de insucessos do tratamento de canais radiculares pareca
baixa, quando convertido em numero de tratamento sem sucesso numa populacdo com
extens3o como a dos Estados Unidos®, estima-se que 54 a 117 milhdes de tratamentos
endododnticos realizados sejam mal-sucedidos (Fidgor, 2002). Nestes casos, a necessidade de
retratamento gera um gasto desnecessario de 1,5 bilhdes de dolares por ano (Spangberg,
2003). Ainda, a incerteza quanto ao progndstico do tratamento endoddntico realizado em
dentes com lesdes periapicais tem levado os profissionais a optarem cada vez mais pela
avulsdo destes dentes e pela instalacdo de implantes ao invés de realizar o tratamento
endodontico (Zitzmann et al., 2009).

O insucesso do tratamento de canais radiculares pode ser atribuido a incompleta
assepsia dos canais radiculares durante a terapia endodobntica e persisténcia de
microrganismos no interior dos canais radiculares ou nas lacunas de reabsorcdo na superficie
externa da raiz (Leonardo et al., 1994, 2002; Nair et al., 2005; Fabricius et al., 2006; Rocha et
al., 2008). Dentre os fatores técnicos responsdveis pela persisténcia da lesdo periapical
refrataria ao tratamento endoddntico destacam-se o preparo inadequado da cavidade de
acesso, a ma instrumentacdo e obturacdo dos canais radiculares, principalmente a
sobreinstrumentacdo e sobreobturagdo, a ndao remocdao dos microrganismos ou seus
produtos téxicos nas areas inacessiveis ao preparo biomecanico e a ocorréncia de infiltracao
marginal devido a restauracao deficiente do elemento dental (Ricucci e Langeland, 1998;
Chugal et al., 2003; Nair, 2004; Kirkevang et al., 2007; Leonardo, 2008; Estrela et al., 2008c;
Hollanda et al., 2008).

Atualmente existem dois protocolos clinicos mais utilizados para o tratamento
endodontico em dentes com lesdo periapical visivel radiograficamente: 1) a obtura¢do dos
canais radiculares em sessdo Unica ou 2) a obturacdo apds a utilizacdo de um curativo de
demora a base de hidréxido de cdlcio. Os autores que preconizam a utilizacdo do hidréxido
de calcio como curativo de demora acreditam que o hidréxido de calcio é capaz de eliminar

as bactérias remanescentes nos canais radiculares pds-instrumentacdo e nas areas

! Tendo como base o estudo de Eriksen (1991) no qual foi estimado que um adulto apresenta em

média 2,2 canais radiculares obturados.
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inacessiveis ao preparo biomecanico (Sjogren et al., 1991; Cheung, 2002), além de ser capaz
de inativar o lipopolissacarideo bacteriano (Safavi e Nichols, 1993), importante agente
estimulador da reabsorc¢do éssea periapical (Nelson-Filho et al., 2002; Silva et al., 2002; Hong
et al., 2004; Silva et al., 2008a).

Estudos experimentais realizados em modelos animais tém demonstrado, por meio
de avaliagdo microscopica, que o processo de reparacao apical e periapical é mais avancado
guando se utiliza o curativo de demora em comparacdo ao tratamento endoddntico em
sessdo Unica (Leonardo et al., 1994; Katebzadeh et al., 1999; Holland et al., 2003; De-Rossi et
al., 2005; Leonardo et al., 2006; Silveira et al., 2007). Por outro lado, em clinical trials, esta
diferenca ainda ndo foi observada (Trope et al.,, 1999; Weiger et al.,, 2000; Peters e
Wesselink, 2002; Figini et al., 2007; Naito et al., 2008), possivelmente em funcdo das
limitacGes de delineamento das pesquisas clinicas, principalmente com relagdo ao tamanho
da amostra e aos métodos utilizados para diagndstico e mensuragao das lesGes periapicais.

Uma critica em relacdo a estes estudos prévios é a utilizacdo de radiografias
periapicais convencionais para determinacdo do sucesso pos-tratamento de canais
radiculares, as quais apresentam baixa sensibilidade para diagndstico de lesGes periapicais
(Bender e Seltzer, 1961; Bender, 1982; Brynolf, 1967; Katebzadeh et al., 1999, 2000; Barthel
et al., 2004; Wu et al., 2006; Stravopoulus e Wenzel, 2007; Estrela et al., 2008b; Wu et al.,
2009). Considerando que as lesdes periapicais podem estar confinadas ao tecido dsseo
esponjoso e portanto ndo serem detectadas pela radiografia periapical convencional
(Huumonen e @rstavik, 2002; Ricucci e Bergenholtz, 2003), a prevaléncia destas lesdes na
populacdo pode estar sendo subestimada pelo exame radiografico. Embora a avaliacdo
microscopica seja o padrdo-ouro para determinar a presenga ou ndo de inflamacao
periapical, a mesma nao é realizada rotineiramente em humanos, devido a necessidade de
realizacdo de um procedimento cirdrgico adicional. Neste sentido, a busca por métodos de
imaginologia mais acurados e que possam representar mais fielmente a caracteristica
histoldgica apical pds-tratamento de canais radiculares é necessaria (Patel e Horner, 2009). A
partir disto, novas taxas de sucesso poderdo ser estimadas com maior sensibilidade e

especificidade.
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Diante do exposto, esta pesquisa teve como objetivo comparar os achados
radiograficos e tomograficos com a avaliagdo microscdpica, considerada o padrdao-ouro para
deteccdo de lesdes periapicais, com a finalidade de estabelecer qual dentre as duas técnicas
é a mais fiel e, portanto, poderia apresentar maior seguranca no acompanhamento da
regressao da lesdo periapical apds tratamento de canais radiculares (Capitulo 1). A seguir, a
participacdo das metaloproteinases da matriz na lesdo periapical e nos tecidos em processo
de reparacdo pds-tratamento de canais radiculares foi investigada (Capitulo 2). Finalmente,
0os mecanismos e moléculas envolvidos na cementogénese apical detectada in vivo, pds-
tratamento de canais radiculares, foram investigados utilizando células do ligamento

periodontal de humanos (Capitulo 3).
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CAPiTULO 1. COMPARACAO ENTRE A TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA DE FEIXE CONICO, O EXAME
RADIOGRAFICO PERIAPICAL E A AVALIACAO MICROSCOPICA PARA DETECCAO DA LESAO

PERIAPICAL EXPERIMENTALMENTE INDUZIDA

A radioluscéncia periapical é o principal sinal indicativo da presenca da lesdo
periapical e a tomada de radiografias periapicais, convencionais ou digitais, &€ o principal
método auxiliar utilizado para diagndstico bem como para acompanhamento da regressao
ou ndo da lesdo periapical apds tratamento de canais radiculares (Leonardo, 2008).
Clinicamente, o sucesso apds o tratamento endodOntico é determinado quando os sinais
clinicos desaparecem, embora, na maior parte dos casos a lesdo periapical seja
assintomatica (Fristad et al., 2004; Mead et al., 2005) e assim o sucesso do tratamento é
determinado quase que exclusivamente com base nos achados radiograficos (Ng et al.,
2007).

Para acompanhamento da involucdo da lesdo periapical pds-tratamento é aceito que
sdo necessarios pelo menos 4 anos para o completo desaparecimento da lesdo periapical
avaliada pelo exame radiografico (@rstavik et al., 1987; @rstavik e Pitt-Ford, 1998; European
Society of Endodontology, 2006; Leonardo, 2008). Entretanto, os achados radiograficos em
dentes com lesdo periapical ndo representam a condi¢do observada clinicamente (Bender e
Seltzer, 1961; Bender, 1982) ou microscopicamente (Brynolf, 1967; Barthel et al., 2004),
indicando que, em muitos casos, a lesdo periapical pode persistir por muitos anos apds
tratamento de canais radiculares, mesmo na auséncia de sinais e sintomas clinico-
radiograficos (Katebzadeh et al., 1999, 2000).

Em estudo realizado em cadaveres de humanos, no qual foi identificado um
periodonto apical normal pelo exame radiografico, em apenas 53% a 67% dos casos nao
foram detectadas lesdes periapicais microscopicamente (Brynolf, 1967; Barthel et al., 2004).
Essas divergéncias ocorrem porque as radiografias fornecem imagens bidimensionais de
uma estrutura tridimensional, impedindo que lesdes periapicais confinadas ao o0sso
esponjoso sejam detectadas, principalmente em areas que apresentam uma cortical dssea
mais espessa (Huumonen e @rstavik , 2002, Bender e Seltzer, 1961; Bender, 1982; van der
Stelt, 1985; Stabholz et al., 1994; Ricucci e Bergenholtz, 2003; Wu et al., 2006). Ainda, as
radiografias periapicais fornecem imagens do elemento dental no plano sagital (orientacdo
mésio-distal) e a tomada radiogréfica coronal ndo pode ser realizada, limitando portanto a
avaliacdo da extensdo vestibulo-lingual das lesGes periapicais e a determinagado do grau de
reabsorcdo do tecido ésseo cortical (Schwarz et al., 1987; von Stechow et al., 2003).

Considerando estas limitagcdes da avaliacdo radiografica, é possivel especular que o



22

desfecho do tratamento de canais radiculares em dentes com lesdo periapical pode ter sido
subestimado nos estudos clinicos prévios com relacdo a persisténcia da lesdo periapical
refrataria ao tratamento (Wu et al., 2006; Estrela et al., 2008b; Wu et al., 2009). Dessa
maneira, parece oporturno que novos métodos de imaginologia sejam investigados com o
objetivo de permitir que a avaliacdo clinica seja a mais proxima possivel da resposta
histoldgica dos tecidos.

A tomografia computadorizada tém sido amplamente utilizada na Medicina desde
1970 (Brenner e Hall, 2007) e foi gradualmente introduzida na Odontologia, mais
especificamente na Endodontia, a partir de 1989 (Trope et al., 1989; Cotton et al., 2007,
Patel et al., 2007; Patel, 2009). Porém, somente nos ultimos anos essa tecnologia tem sido
amplamanente difundida na Endodontia (Aggarwal et al., 2008) e a partir dai, a acuracia da
tomografia computadorizada para a detec¢do de lesGes periapicais em humanos (Estrela et
al., 2008b) ou lesbes periapicais artificialmente criadas (Stavropoulos e Wenzel, 2007) foi
calculada. A relevancia da utilizacdo da tomografia computadorizada se deve ao fato de que
em estudos prévios a radioluscéncia periapical identificada pela tomografia
computadorizada ndo havia sido detectada pelo exame radiogréfico periapical (Estrela et al.,
2008b; Lofthag-Hansen et al., 2007; Jorge et al., 2008; Vandenberghe et al., 2008).
Recentemente foi desenvolvida a Tomogafia Computadorizada de Feixe Cénico que consiste
em expor um objeto a multiplos feixes de radiacdo de formato conico e consequente
obtencdo volumétrica da imagem do objeto. Posteriormente, sdo realizadas sec¢des seriadas
do objeto, permitindo que o cirurgido-dentista investigue, por meio da avaliacao
tridimensional, a morfologia dos tecidos bem como suas altera¢des patoldgicas (Mahesh,
2002; Lascala et al., 2004; Cotton et al., 2007). A partir desta andlise é possivel estabeler a
relacdo das estruturas dentais com os diferentes extratos ésseos, com o seio maxilar e com o
canal mandibular, permitindo o adequado planejamento para interven¢des assim como para
o acompanhamento do tratamento realizado (Williams et al., 1992; Rhodes et al., 1999; von
Stechow et al., 2003; Velvart et al., 2001; Schulze et al., 2006; Nakata et al., 2006; Simon et
al., 2006; Estrela et al., 2008a, 2008b).

A investiga¢do experimental de métodos de imaginologia com alta sensibilidade e
especificidade para o acompanhamento da regressdo das lesGes periapicais apds tratamento
endoddntico apresenta uma aplicacdo clinica direta para avaliar se os medicamentos
comumente utilizados na clinica odontoldgica permitem a adequada reparacdo tecidual.
Neste estudo os canais radiculares de dentes de cdes portadores ou ndo de lesdo periapical

experimentalmente induzida foram submetidos ao tratamento endoddéntico utilizando

diferentes protocolos clinicos e o desfecho do tratamento endoddntico foi avaliado por meio



23

de tomografia computadorizada de feixe conico, por radiografias periapicais convencionais e
pela avaliacdo histoldgica dos tecidos. O objetivo especifico desta pesquisa foi comparar os
achados radiograficos e tomograficos com a avaliagdo microscépica, considerada o padrao-
ouro para deteccdo de lesGes periapicais (Laux et al., 2000) com a finalidade de estabelecer
qual dentre as duas técnicas é a mais fiel e, portanto, poderia apresentar maior seguranca
no acompanhamento da regressdo da lesdo periapical apds tratamento de canais
radiculares. Assim, foram calculados a sensibilidade, a especificidade e os valores preditivos
negativo e positivo para cada uma das técnicas de imaginologia e a partir dai foi estabelecido
o grau de acurdcia para a tomografia computadorizada de feixe conico e para o exame

radiografico periapical no acompanhamento clinico pds-tratamento endoddntico.

MATERIAL E METODO
Animais

Ap6s aprovacdo do projeto de pesquisa pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da
Universidade de S3o Paulo — Campus de Ribeirdo Preto, processo n° 2007.1.192.53.6 (Anexo
A), foram selecionados 15 cdes machos, sem raca definida, com 12 meses de idade e
pesando, em média 15 quilogramas. Os animais receberam vermifugos (Drontal® Puppy;
Bayer, Sdo Paulo, SP) e vitaminas (GIicopan® Pet; Vetnil Industria e Comércio de Produtos
Veterinarios Ltda, Louveira, SP), foram aplicadas vacinas anti-rabica (Rai-Vac I®; Fort Dodge,
Campinas, SP) e quintupla (Vanguard® HTLP 5/CV-L; Laboratérios Pfizer Ltda., Guarulhos,
SP), em 3 doses, com 3 semanas de intervalo entre cada aplicacdo. Os cdes foram mantidos
no Biotério da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de S3ao Paulo,
com livre acesso a dgua e dieta padrdo da Unidade durante todo o periodo de
experimentacdo, sendo realizados exames de sangue (hemograma, TGP - Transaminase
glutdmico pirdvica e fosfatase alcalina) para assegurar o estado de saude dos animais

durante todo o periodo de experimentacao (Apéndice A).

Procedimentos operatodrios

O presente estudo foi realizado de acordo com as normas da International
Organization for Standardization (ISO) n® 7405:1997. Foram utilizados os 3% e 4° premolares
inferiores direito e esquerdo de cada animal, num total de 60 dentes (120 raizes),

distribuidos em 5 grupos de acordo com o tratamento realizado (Tabela 1.1).
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Tabela 1.1. Grupos experimentais estratificados de acordo com tratamento realizado e niumero de dentes

por grupo
Numero
Grupo Tratamento
dentes / raizes
1 Tratamento endoddntico em dentes com vitalidade pulpar 12/24
2 Tratamento  endoddntico em dentes com lesdo  periapical
experimentalmente induzida em sessdo Unica 12/24
3 Tratamento  endoddntico em dentes com lesdo  periapical
experimentalmente induzida utilizando o hidréxido de calcio como curativo 12/24
de demora
4 Inducdo de lesdo periapical sem tratamento endodéntico (controle positivo) 12/24
Dentes com vitalidade pulpar sem tratamento endodoOntico (controle 12/ 24

negativo)

Inicialmente os animais foram pré-anestesiados, por meio de inje¢do intramuscular
de Rompum® (Cloridrato de Dihidrotiazina; Bayer S/A Produtos Veterinarios, Sdo Paulo, SP)
na dosagem de 3,0 mg / Kg de peso, 30 minutos antes do ato operatdrio. A seguir, por via
endovenosa, foi efetuada a anestesia geral com Thionembutal® (Tiopental Sédico; Abbot
Laboratérios do Brasil Ltda., Rio de Janeiro, RJ), na dosagem de 30 mg / Kg de peso e,
guando necessario, foi realizada a suplementacdo anestésica. Durante todo o ato operatorio,
os animais foram mantidos com solucdo isoténica de cloreto de sédio a 0,9% com 2,5% de
glicose (Glicolabor Industria Farmacéutica Ltda., Ribeirdo Preto, SP).

Todo o instrumental utilizado nos procedimentos operatérios foi esterilizado em
autoclave a 121°C, por 20 minutos (Souza-Gugelmin et al., 2005). A profilaxia dental foi
realizada com o objetivo de remover calculo e biofilme, seguida pela anestesia infiltrativa
complementar com Mepivacaina a 2% com Noradrenalina 1:100.000 (Scandicaine®;
Septodont Distribuidora DFL Industria e Comércio Ltda., Rio de Janeiro, RJ).

Foi realizado o isolamento do campo operatério com dique de borracha, e anti-sepsia
com peréxido de hidrogénio a 3%, seguida pela aplicagdo de digluconato de clorexidina a
2,0%. A abertura corondria foi iniciada utilizando pontas esféricas diamantadas numero 1015
(K.G. Sorensen; Sao Paulo, SP) montadas em caneta de alta rotacdo, refrigeradas a ar e dgua,
sendo, a seguir, substituidas por pontas tronco-conicas, de extremidade inativa n° 3082 (K.G.
Sorensen), também movidas em alta rotacdo. Foram realizadas duas aberturas oclusais, uma
mesial e outra distal, mantendo-se a ponte de esmalte vestibulo-lingual, com o objetivo de
prevenir fraturas coronarias (Silva, 1987, 1989). A seguir, foi realizada a remocgao da polpa
corondria com cureta, irrigacdo da cdmara pulpar com solucdo de hipoclorito de sédio a

2,5% e a exploracdo do canal radicular com uma lima do tipo K n° 15 (Dentsply-Maillefer,
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Ballaigues, Suica), até identificar o platd apical presente em dentes de caes, localizado de 1 a
2 mm do apice radicular. A presenga da lima no interior do canal radicular foi confirmada
pela radiografia periapical, tomada pela técnica de bissetriz, realizando-se a seguir, a
odontometria para a obtencdo do Comprimento Real do Dente (CRD) e consequente
obtencdo do Comprimento Real de Trabalho (CRT). A polpa radicular foi descolada e
removida com uma lima tipo Hedstréen (Dentsply-Maillefer), de tamanho compativel com o
diametro do canal radicular.

A seguir, foi realizado o arrombamento do delta apical com limas tipo K (Dentsply-
Maillefer) n® 15, 20, 25 e 30, utilizadas seqiiencialmente, no CRD. No Grupo 1 foi realizado o
preparo biomecanico, no CRT, situado radiograficamente a 1,5 mm aquém do CRD, por meio
da técnica cldssica de instrumentacdo (Leonardo e Leal, 2008), utilizando-se como solugao
irrigadora, 3,0 mL de solugao de hipoclorito de sédio a 1,0%, a cada troca de instrumento.

Os canais radiculares foram ampliados, a partir do Instrumento Apical Inicial (l.A.l.)
até a lima tipo K de n° 60, considerado como Instrumento Memodria (I.M.). Apds a utilizacdo
de cada instrumento, foi realizada uma copiosa irriga¢gdo / suc¢do / inundagdo dos canais
radiculares. Terminado o preparo biomecanico, a lima tipo K n° 30 (I.A.F.) foi utilizada, em
todo o CRD, para remogdo de possiveis raspas de dentina e residuos acumulados na regido
da abertura foraminal, em decorréncia do preparo biomecanico. Apds nova irrigacao e
sucg¢do, os canais radiculares foram secos com pontas de papel absorvente esterilizadas
(Dentsply Ind. Com. Ltda., Petrdpolis, RJ) e, a seguir, inundados com solucdo de acido
etilenodiaminotetracético 14,3% tamponado em pH 7,4 (EDTA Trissédico; Biodinamica
Quimica e Farmacéutica Ltda., Sdo Paulo, SP), agitado por trés minutos com o instrumento
de n° 30 (I.A.F.), no CRT. Apds copiosa irrigacdo com soro fisioldgico (Glicolabor Industria
Farmacéutica Ltda.) foi realizada a secagem dos canais radiculares por succdo
complementada com pontas de papel absorvente, de calibre compativel com o didmetro do
ultimo instrumento utilizado no CRT.

A obturacdo dos canais radiculares foi iniciada pela sele¢do do cone de guta-percha
principal com base no diametro do ultimo instrumento empregado no CRT durante o
preparo biomecanico, confirmando-se a escolha clinica pelo exame radiografico. Para a
obturagao dos canais radiculares foi utilizada a técnica de condensagao lateral, sendo
utilizado o cimento obturador AH Plus Jet Mix (Dentsply / De Trey; Konstanz, Germany),
manipulado de acordo com as instru¢cdes do fabricante e levado ao interior do canal
radicular envolvendo o cone de guta-percha principal com um Unico movimento. Foram
utilizados cones de guta-percha auxiliares de tamanho XF (Dentsply Ind. Com. Ltda.), por

meio da técnica da condensag¢ao lateral ativa com o auxilio de espagador digital tamanho C
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(Dentsply-Maillefer) de 21 mm de comprimento, até a obtencdo da obturacdo completa do
canal radicular. Apds o corte, ao nivel da entrada dos canais radiculares, e a condensacao
vertical do material obturador, as camaras pulpares foram limpas com mechas de algodao
esterilizadas, umedecidas em 4dlcool, e os dentes restaurados com amalgama de prata
(Velvalloy, S.S.White Art. Dent. Ltda., Rio de Janeiro, RJ) condensado sobre uma base de
cimento de ion6mero de vidro (Vitremer; 3M/ESPE, St. Paul, EUA).

Para os Grupos 2 e 3 foram seguidos os mesmos passos operatoérios descritos no
Grupo 1, até a remocao da polpa radicular. A seguir, os canais radiculares foram expostos ao
meio bucal por 7 dias para contaminagdo e, sob nova anestesia geral, foi realizada a
remocao dos residuos da cadmara pulpar com auxilio de curetas e de irrigacdo com solugdo
salina. Apds a secagem e colocacdo de uma mecha de algoddao na camara pulpar, as
cavidades de acesso foram restauradas com cimento a base de éxido de zinco e eugenol
(IRM®; Dentsply Industria e Comércio Ltda.).

Os cdes permaneceram no biotério, sendo realizadas tomadas radiograficas
quinzenalmente, com o objetivo de acompanhar o desenvolvimento da lesao periapical. Aos
45 dias apds o selamento corondrio, foram constatadas imagens radiollcidas sugestivas de
lesdes periapicais experimentalmente induzidas.

Apds isolamento dos dentes, anti-sepsia do campo operatério e remocdo do cimento
provisério, os canais radiculares foram submetidos a neutralizacdo imediata do conteudo
séptico-téxico de acordo com Leonardo (2008). Inicialmente limas tipo K, de n® 55 e / ou 50,
foram introduzidas progressivamente no canal radicular no sentido coroa-apice,
acompanhadas pela irrigagdo / aspiragdo / inundagdo com solugdo de hipoclorito de sédio a
5,25% (pH 12,0). A seguir, a instrumentacao foi realizada como descrito para o Grupo 1. No
Grupo 2, apds a secagem os canais radiculares foram imediatamente obturados da mesma
maneira descrita para o Grupo 1, enquanto que no Grupo 3 foi empregado um curativo de

demora a base de hidroxido de célcio entre sessoes.

Curativo de demora entre sessbes (Grupo 3)

Nos dentes do Grupo 3 foram realizados todos os passos operatdrios descritos no
Grupo 2 até a colocacgdo final do EDTA. Apds irrigacdo com solugdo salina e secagem dos
canais radiculares, os mesmos foram preenchidos com a pasta a base de hidrdoxido de célcio
(Calen; SS White Artigos Dentdrios Ltda; composicdo: 2,5 g Ca(OH),, 0,5 g éxido de zinco p.a.,
0,05 g colofonia, 1,75 mL polietilenoglicol 400). O curativo de demora foi aplicado com o
auxilio da seringa rosqueavel ML (S.S. White Artigos Dentdrios Ltda) e agulha longa 27G
(Septoject XL 27; Septodont Brasil Ltda., Barueri, SP), com tope de borracha, na medida do
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Comprimento Real de Trabalho, sendo realizadas tomadas radiograficas para a comprovacao
do preenchimento total do canal radicular. Apds a colocacdo de uma mecha de algodao
esterilizada na entrada do canal radicular, foi realizado o selamento corondrio com cimento
a base do 6xido de zinco e eugenol IRM (Dentsply Ind. Com. Ltda., Petrdpolis, RJ), por 14 dias
(Leonardo et al., 2002, 2006). Decorrido este periodo, os canais radiculares foram obturados
da mesma maneira descrita para o Grupo 1.

No Grupo 4, foram induzidas lesGes periapicais a semelhanca dos Grupos 2 e 3, como
previamente descrito, ndo sendo realizado o tratamento dos canais radiculares. Estes dentes
foram utilizados como controle positivo. No Grupo 5, foram utilizados dentes com vitalidade
pulpar, ndo submetidos ao tratamento endoddntico, sendo estes dentes utilizados como
controle negativo. Estes grupos foram utilizados como controles para comparar os achados
microscopicos obtidos apds tratamento de canais radiculares nos Grupos 1, 2 e 3.

Os animais foram acompanhados durante todo o periodo experimental para
observacdo de mudangas de habitos alimentares, desenvolvimento de processos
inflamatdrios ou supuracdo dos tecidos, dentre outras anormalidades. Decorridos 180 dias
do tratamento endoddntico, as hemi-arcadas foram radiografadas, e os animais foram
submetidos a eutanasia por sobredose anestésica de Thionembutal®. As mandibulas foram
dissecadas, com auxilio de um bisturi, reduzidas em seu volume e as pecas lavadas em agua
corrente. Para facilitar o processamento histoldgico, as pecas foram seccionadas utilizando
discos diamantados, sob constante refrigeracdo com 4gua, sendo obtidos blocos das pecas

anatdmicas contendo as raizes dentarias individualmente.

Processamento Histoldgico

As pecas foram submetidas a fixagdao em solugao de formol tamponado a 10%, por 72
horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, foram imersas em um recipiente de vidro
contendo uma solucdo a base de EDTA a 20% (pH 7,4) e submetidas a desmineralizacao,
acelerada pelo forno microondas (Sharp Carousel®, S3o Paulo, SP). Para a realiza¢do deste
procedimento, o recipiente contendo as pegas foi parcialmente imerso em outro recipiente
de vidro contendo dgua e gelo, com o objetivo de retardar o aumento da temperatura e,
conseqlientemente, incrementar o tempo de acao das microondas. O forno de microondas
operou na freqiéncia de trabalho de 2450 MHz, correspondendo a uma freqliéncia de onda
no vacuo de 12,2 cm, poténcia maxima nominal de 700 W, regulado em poténcia média /
maxima a temperatura de 30°C para evitar alteracbes teciduais. As pecas foram irradiadas
por 10 minutos, com intervalos de 5 minutos entre as irradiacdes, por um periodo de 4 horas

por dia. A completa desmineralizacdo das amostras, avaliada por meio da penetracao de
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uma agulha nos tecidos para verificacgdo da sua consisténcia e por meio de exame
radiografico das pecas, foi obtida em aproximadamente 30 dias. Concluida a
desmineralizacdo, as pecas foram neutralizadas em solucdo de sulfato de sddio a 5% (Sulfato
de Sddio Anhido; J.T.Baker, Xalostoc, México) por 24 horas, lavadas em agua corrente por 24
horas, desidratadas em concentracdes crescentes de 4&lcool (Alcohol Etilico Absoluto
Anhidro’; J.T. Baker), diafanizadas em xilol (Xylol®; Merck) e incluidas em parafina (Histosec®
Pastillen; Merck). Os blocos contendo dente e osso foram reduzidos pela microtomia a
cortes seriados longitudinais com 5,0 um de espessura. Para avaliagdo histopatologica, as

laminas foram coradas pela Hematoxilina e Eosina (HE).

Avaliacao histolégica e histomorfométrica

A avaliagdao microscdépica do desfecho do tratamento endodontico foi realizada em 83
raizes (24 raizes do Grupo 1, 18 raizes do Grupo 2, 21 raizes do Grupo 3 e 20 raizes do Grupo
4), uma vez que 13 raizes foram perdidas durante o processamento histolégico. Dentes com
vitalidade pulpar, cujas raizes apresentavam a regido periapical com caracteristicas de
normalidade, foram usados como controle (Grupo 5; n = 24).

Os cortes histolégicos corados por HE foram avaliados por microscopia de luz
convencional (Zeiss Axio Imager, Carl Zeiss AG Light Microscopy, Gottingen, Alemanha) e de
fluorescéncia (Olympus BX51, Olympus America Inc, Center Valley, PA, EUA) de acordo com
parametros descrito previamente (Leonardo et al., 2007; De-Rossi et al., 2007; De-Rossi et
al., 2008; Tanomaru et al., 2008), por 2 examinadores calibrados (k = 0,87). Para a andlise
morfométrica do tamanho das lesGes periapicais foi utilizada videomicroscopia com o
Software Zeiss AxioVision (Carl Zeiss AG Light Microscopy), em conjunto com o microscépio e
videocamara AxioCam MRc5 (Carl Zeiss AG Light Microscopy), no aumento de 4x, com o
microscopio operando no modo fluorescente com uma lampada de mercurio HBO 100 W / 2
e filtro 13, com as seguintes caracteristicas: filtro de excitacdo de 460-500 nm, espelho
dicromatico de 510 e 515 nm. Para cada espécime, a area da lesdo periapical foi delineada e
medida em mm? nas ldminas que representavam o maior didmetro da lesdo. A delimitacdo
da lesdo excluiu as estruturas intactas (ligamento periodontal, cemento e osso alveolar),
facilmente identificadas pela intensa fluorescéncia verde, e incluiu areas de reabsorcdo e
infiltrado inflamatério, identificadas pela auséncia de fluorescéncia e aparéncia escurecida.
Os valores obtidos em cada grupo foram comparados por meio do teste de Kruskal-Wallis
seguido pelo pds-teste de Dunn (a = 0,05).

Pela microscopia de luz, indicios de reabsorcao radicular externa foram estimados

por meio da presenca de lacunas de reabsorcdo no cemento e / ou dentina. O grau de
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reabsorcdo dentdria foi caracterizado de acordo com os seguintes escores: (1) auséncia de
reabsorcdo radicular, (2) presenca de reabsorcao cementaria, (3) presenca de reabsorcdo
cementdria e dentindria e a comparacdo entre os grupos realizada por meio do teste exato
de Fisher (o = 0,05).

O numero de células inflamatdrias foi estimado em 3 campos representativos de
cada corte, sendo utilizados 3 cortes por espécime no aumento de 100x. Para todas as
amostras, a localizacdo destes campos foi padronizada em trés orientacdes ao redor do
apice radicular: na regido correspondente ao centro do canal e a 452 do centro do canal para
a direita e para a esquerda (Figura 1.1). Os valores obtidos em cada grupo foram
comparados por meio do teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de Dunn (a = 0,05).
A extensdo do infiltrado inflamatdrio foi categorizada em (1) ausente, (2) presente e restrita
ao forame apical, (3) presente até a metade da espessura do ligamento periodontal e (4)
presente além da metade da espessura do ligamento periodontal (Figura 1.2). A comparagao

entre os grupos realizada por meio do teste exato de Fisher (a = 0,05).

Figura 1.1. Visdo esquemadtica das regiGes apical e periapical

indicando os trés campos microscopicos utilizados para
contagem de células localizados na drea do ligamento
periodontal / lesdo periapical, no centro do ligamento
periodontal e a 45° & direita e & esquerda. Adaptado de
Tanomaru (2004).

Figura 1.2. Visdo esquematica
das regies apical e periapical

indicando os escores

atribuidos a extensdo da
distribuicdo do infiltrado
inflamatério na regiao
periapical. Adaptado de
Tanomaru (2004).
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Avaliacao radiografica

O exame radiografico periapical dos dentes utilizados neste estudo foi realizado de
acordo com a técnica do paralelismo, previamente a inducdo das lesdes periapicais, 45 dias
apdés a contaminacdo dos canais radiculares e 180 dias apds tratamento endoddntico,
utilizando um dispositivo para padronizacdo de tomadas radiograficas em cdes (Cordeiro et
al., 1995). Foram utilizados filmes periapicais Ultraspeed® de tamanho 2 (Eastman Kodak
Company, Rochester, EUA), aparelho de raios-X odontolégico Heliodent® (Siemens, New
York, EUA), com 60 kVp e 10 mA e tempo de exposi¢cdo de 1 segundo. As radiografias foram
reveladas manualmente pelo método tempo / temperatura e arquivadas em cartelas
pldsticas.

As avaliacGes radiografica e tomografica foram realizadas por 3 examinadores
calibrados (k = 0,96). Os parametros avaliados no exame radiografico convencional incluiram
a integridade da lamina dura, presenca de dreas radiolucidas na regido periapical sugestivas
de lesdo periapical e presenca de reabsorcdo radicular, no periodo de 45 dias apds
contaminagao dos canais radiculares e 180 dias apds tratamento endoddntico. Os grupos
experimentais (1, 2, 3, 4 e 5) foram comparados entre si em cada periodo experimental e os
dados obtidos para um mesmo grupo foram comparados nos periodos pré e pds-tratamento
de canais radiculares por meio do teste exato de Fisher (a = 0,05).

Para mensuracao das lesdes periapicais, quando presentes, as radiografias das hemi-
arcadas, obtidas previamente a morte dos animais, foram digitalizadas com auxilio de
scanner 6ptico (Scanjet 7450 c series - Programa versao 3.0.2; Hewlett-Packard, San Diego,
EUA), com resolucdo de 1.200 d.p.i. (dots per inch) e transferidas para o programa Image J
1.28 u (National Institutes of Health, Betheseda, EUA) como descrito previamente (De-Rossi
et al., 2005; Silva et al., 2008b). Com o objetivo de calibrar o programa, foi realizada a
medida da distancia da ponta da cuspide até a borda cervical da face distal de cada dente,
com compasso de ponta seca, sendo esta medida transferida para o programa. A
delimitacdo e a medida da area radioltcida sugestiva de lesdo periapical, presente em cada

raiz, foi determinada em mm?>.

Avaliacdao tomografica

Os exames tomograficos foram realizados em equipamento de tomografia
computadorizada de feixe conico modelo NewTom 3G (QR Srl, Verona, Italia). Para este
estudo foi utilizado, para padronizacdo da técnica, 120 kv e 3,6 mA, com FOV (field of view)
de 9 polegadas e tempo de exposicdo de 36 segundos. O aparelho NewTom 3G capta 360

imagens com intervalo de 1° entre elas, em 36 segundos, com uma resolucio de
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reconstrucdo da imagem de 512 x 512 pixels e 12 bits por pixel (escala de cinza 4096). Com o
objetivo de permitir uma comparacao direta com a radiografia periapical, foi padronizada a
utilizacdo de cortes de 1 milimetro de espessura com 0,5 milimetro de espacamento entre os
cortes, em vista sagital. A delimitacdo e a medida da area radiolicida sugestiva de lesao
periapical, presente em cada raiz, foi determinada em mm?. Os pardmetros avaliados pela
tomografia compuadorizada de feixe conico foram os mesmos descritos para a avaliacdo
radiografica.

Para avaliacdo volumétrica da lesdo periapical, as imagens adquiridas pela tomografia
foram exportadas em formato DICOM3 (Digital Imaging and Communications in Medicine
versao 3), com tamanho do voxel isotrépico de 0,3 mm. A seguir, os dados foram importados
para o Software Amira v.4.2 (Visage Imaging Inc., Carlsbad, EUA) e o posicionamento das
imagens corrigido utilizando as ferramentas de alinhamento do programa. Foram obtidas
sec¢Oes tomograficas nos planos axial, coronal e sagital, com espessura de 0,3 mm, para
realizacdo das segmentacdes. Inicialmente foi selecionada a regido de interesse (ROI),
restrita ao terco apical de cada raiz e com extensdao de 5 mm abaixo do dapice radicular, com
0 objetivo de assegurar que as medidas de todas as lesdes fossem padronizadas. A seguir a
lesdo foi demarcada nos cortes axial, sagital e coronal e a drea da lesdo foi segmentada em
cada fatia utilizando pincéis de segmentacdo interativos. Em cada fatia, a borda da lesao
periapical estava restrita a drea de radioluscéncia periapical excluindo-se o apice radicular
(Figura 1.3). Os critérios de segmentagao limitavam a escala de cinza entre -100 e +380,
conforme validado previamente para o aparelho NewTom 3G com FOV de 9 polegadas
(Simon et al., 2006; Loubele et al., 2008). O volume total da lesdo foi calculado pela soma
dos volumes de cada fatia da lesdo, obtidas em cada segmentacdo (Agbaje et al., 2007), em
mm?. Os grupos foram comparados entre si nos periodos pré- e pés-tratamento de canais
radiculares por meio do teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pds teste de Dunn (a = 0,05). O
volume da lesdo periapical pré- e pds-tratamento foi comparado para cada grupo
considerando-se a dependéncia entre os dados por meio do teste de Wilcoxon (a = 0,05).

O efeito do tratamento endoddntico na dindmica da lesdo periapical foi classificado
de acordo com a redugdo ou aumento do tamanho da lesdo apds tratamento de canais
radiculares quando comparado ao tamanho da lesdo previamente ao tratamento
(Katebzadeh et al., 1999). Os resultados foram classificados de acordo com os seguintes
parametros: (1) Surgimento da lesdo ou aumento do diametro, se a lesao tivesse aumentado
pelo menos 1 mm? pela avaliagio radiografica ou 1 mm?® pela tomografia computadorizada
de feixe conico; (2) Tamanho da lesdo ndo modificado pelo tratamento endodéntico, se o

aumento ou diminuicdo da lesdo tivesse sido menor que 1 mm? / 1 mm?; (3) Reducdo do
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didmetro da lesdo, se a lesdo tivesse diminuido pelo menos 1 mm? / 1 mm>; (4) Lesdo
periapical ausente. Os desfechos 1 e 2 foram considerados desfavoraveis enquanto os

desfechos 3 e 4 foram considerados favordveis. Os resultados obtidos foram comparados

por meio do teste exato de Fisher (a = 0,05).

Figura 1.3. Exemplo do procedimento de segmentacdo realizado para as imagens obtidas pela
tomografia computadorizada de feixe cOnico. A lesdo visualizada (seta) em uma sec¢do sagital
bidimenstional (A) foi delimitada em vermelho (B). A imagem representativa do volume da lesdo foi
obtida apds reconstrucdo tridimensional da mandibula (C) e a lesdo foi delimitada em vermelho (D).

As caixas verdes mostram a regido de interesse (ROI) selecionada.

Avaliagdo da acurdcia dos métodos imaginoldgicos de diagndstico

Com base na presenca de inflamacdo detectada histologicamente foram calculados
os valores Verdadeiro-Positivos (VP), Falso-Positivos (FP), Verdadeiro-Negativos (VN), Falso-
Negativos (FN) para a radiografia periapical convencional e para a tomografia
computadorizada de feixe conico. Os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo, valor preditivo negativo e acurdcia (Verdadeiro-Positivos + Verdadeiro-Negativos)
para cada um dos métodos de imaginologia foram estimados e a comparacado entre eles foi

realizada por meio do teste exato de Fisher (a = 0,05). As medidas das areas das lesdes
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periapicais obtidas pela radiografia periapical e pela tomografia computadorizada de feixe
cOnico foram comparadas aquelas obtidas pela avaliacdo microscépica por meio do cdlculo

do coeficiente de correlagao intraclasse (ICC).

RESULTADOS

Interrupg¢do da Idmina dura, presenca de areas radiolicidas na regido periapical e
presenca de reabsor¢do radicular externa foram detectadas pela tomografia
computadorizada de feixe cénico e radiografia periapical apdés a indug¢éo de lesoes
periapicais e apos o tratamento de canais radiculares

A lamina dura apresentava-se integra em todos os dentes previamente a inducdo da
lesdo periapical e ndo existiam areas radiollucidas indicativas de lesdo periapical ou de
reabsorcao radicular externa em nenhum espécime. Aos 45 dias apds a contaminagdo dos
canais radiculares, nos espécimes dos Grupos 2, 3 e 4, foram detectadas descontinuidade da
lamina dura e presenca de areas radiollcidas sugestivas de lesdo periapical em todos os
espécimes e reabsorcdo radicular externa em 61,1%, 61,9% e 62,2% deles, tanto pela
tomografia computadorizada de feixe cOnico como pelo exame radiografico periapical
convencional, sem diferenca entre os métodos (p > 0,05) (Figura 1.4, Tabela 1.2).

Aos 180 dias apds o tratamento de canais radiculares, a avaliacdo pela tomografia
computadorizada de feixe conico e o exame radiografico periapical permitiram a deteccao
de areas radiolucidas sugestivas de lesdo periapical e descontinuidade da lamina dura em
porcentagem similar dos dentes com vitalidade pulpar submetidos ao tratamento
endodontico (Grupo 1; p > 0,05), porém subestimados em relagdo ao exame microscépico (p
< 0,0001). Uma pequena porcentagem de espécimes com reabsorcdo radicular foi
identificada independente do método de avaliagao utilizado (p = 0,1264).

Nos dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endoddntico em sessao
Unica (Grupo 2), foram detectados descontinuidade da lamina dura e presenca de areas
radiollcidas sugestivas de lesdo periapical em todos os espécimes tanto pela tomografia
computadorizada de feixe conico, como pelo exame radiografico periapical quanto pela
avaliacdo histoldgica (p > 0,05). Presenca de reabsorcao radicular externa foi detectada pela
tomografia computadorizada de feixe conico, pelo exame radiografico e pela avaliacdo
microscopica em aproxidamente 80% dos espécimes deste grupo (p > 0,05), diferentemente
dos dentes com vitalidade pulpar submetidos ao tratamento endodéntico (Grupo 1) e dos
dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endodéntico utilizando o hidréxido
de calcio como curativo de demora (Grupo 3), os quais apresentaram menores porcentagens

de espécimes com reabsorc¢ées radiculares (p < 0,0001).
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Nos dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endodontico utilizando o
hidréxido de calcio como curativo de demora, descontinuidade da lamina dura e presenca de
areas radiolucidas sugestivas de lesdo periapical foram detectadas em 71,4% das amostras
por meio do exame radiografico periapical enquanto que a tomografia computadorizada de
feixe cbnico possibilitou a detecdo em todos os espécimes (p < 0,0001), similarmente a
avaliagdo microscépica (p > 0,05). Nos dentes portadores de lesdo periapical
experimentalmente induzida ndo submetidos ao tratamento endodéntico (Grupo 4) foram
detectados descontinuidade da lamina dura, presenca de reabsorc¢do radicular externa e
areas radiollcidas sugestivas de lesdo periapical em todos os espécimes, tanto pela
tomografia computadorizada de feixe conico, quanto pelo exame radiogréfico periapical e

pela avaliacdo microscopica (Figura 1.5, Tabela 1.2).

Tabela 1.2. Resultados da avaliacdo tomografica, radiogrifica e microscopica 45 dias apds
contaminagao dos canais radiculares e 180 dias apds tratamento endodontico, com
relacdo a descontinuidade da lamina dura, presenca de areas radiollcidas sugestivas
de lesdo periapical e presenca de reabsorc¢do radicular externa. Os valores encontram-

se expressos em numero de raizes e porcentagem

Periodo experimental

Parametro Método de 45 dias ap6s contaminagao 180 dias ap6s tratamento endoddntico
avaliado avaliagdo Grupo 2 Grupo3 Grupo4 Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4
(n=18) (n=21) (n=20) (n=24) (n=18) (n=21) (n=20)
18 21 20 11 18 21 20
Tomografico
(100%) (100%)  (100%)  (45,8%)  (100%)  (100%)  (100%)
Descontinuidade 18 21 20 9 18 15 20
. Radiografico
da lamina dura (100%) (100%) (100%) (37,5%) (100%) (71,4%) (100%)
Microscdpico - - - - * -* - * - *
18 21 20 11 18 21 20
Tomografico
(100%) (100%)  (100%)  (45,8%)  (100%)  (100%)  (100%)
Presenca de areas
18 21 20 9 18 15 20
radiolticidas Radiografico
(100%) (100%)  (100%) (37,5%)  (100%)  (71,4%)  (100%)
periapicais
18 18 21 20
Microscdpico - - -
(75%) (100%) (100%) (100%)
11 13 13 2 16 13 20
Tomografico
(61,1%) (61,9%) (62,2%) (8,3%) (88,8%)  (61,9%) (100%)
Presenca de
11 13 13 2 16 13 20
reabsorgdo Radiografico
(61,1%)  (61,9%)  (62,2%)  (8,3%)  (88,8%) (61,9%)  (100%)
radicular externa
4 15 13 20
Microscopico - - -
(16,6%)  (83,3%) (61,9%)  (100%)

- avaliagdo microscépica ndo foi realizada; * lamina dura é uma caracteristica radiografica / tomografica
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Figura 1.4. Radiografia periapical convencional (esquerda) e tomografia computadorizada de feixe
cOnico (direita) representativas de espécimes do Grupo 2 (tratamento endodéntico em dentes com
lesdo periapical em sessdo Unica), Grupo 3 (tratamento endoddntico em dentes com lesdo periapical
utilizando hidréxido de calcio como curativo de demora) e Grupo 4 (dentes com lesdo periapical
experimentalmente induzida ndo submetidos ao tratamento endodoéntico). Vistas axiais e sagitais sdo
mostradas para a tomografia computadorizada de feixe cOnico. As linhas amarelas nas imagens
representativas da vista axial indicam a sequéncia e o angulo de corte no sentido vestibulo-lingual.
Os numeros dentro da caixa azul nas imagens representativas da vista sagital indicam a posicdo do

corte na sequéncia apresentada na vista axial.
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Figura 1.5. Radiografia periapical convencional (esquerda), tomografia computadorizada de feixe
cOnico (centro) e fotomicrografia (direita ; Barra = 300 um) representativas de espécimes do Grupo 1
(tratamento endoddntico em dentes com vitalidade pulpar), Grupo 2 (tratamento endodbntico em
dentes com lesdo periapical em sessdo Unica), Grupo 3 (tratamento endodbntico em dentes com
lesdo periapical utilizando hidréxido de calcio como curativo de demora), Grupo 4 (dentes com lesdo
periapical experimentalmente induzida ndo submetidos ao tratamento endoddntico) e Grupo 5
(dentes com vitalidade pulpar ndo submetidos ao tratamento endoddntico). Vistas axiais e sagitais
sdo mostradas para a tomografia computadorizada de feixe conico. As linhas amarelas nas imagens
representativas da vista axial indicam a sequéncia e o angulo de corte no sentido vestibulo-ligual. Os
numeros dentro da caixa azul nas imagens representativas da vista sagital indicam a posi¢do do corte

na sequéncia apresentada na vista axial.
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Quanto a caracterizagdo histoldgica do grau de reabsorc¢do radicular externa, nos
dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endodéntico utilizando o hidréxido
de cdlcio como curativo de demora, a reabsorcao radicular externa estava restrita ao
cemento, enquanto nos dentes com lesdo periapical sumetidos ao tratamento endodéntico
em sessdo Unica ou naqueles dentes com lesdo periapical ndo submetidos ao tratamento
endodontico, havia reabor¢do radicular externa do cemento e dentina (p = 0,0002). Nos
dentes com vitalidade pulpar submetidos ao tratamento endodéntico foi observada
reabsorcao radicular em alguns espécimes, o que ndo foi diferente dos dentes que
apresentavam vitalidade pulpar ndo submetidos ao tratamento endodéntico (p > 0,05)
(Tabela 1.3).

Tabela 1.3. Resultados da avaliagdo microscdpica 180 dias apds tratamento endodontico com relagdo
a caracterizacdo do grau de reabsorcdo radicular externa. Os valores encontram-se

expressos em nuimero de raizes e porcentagem

Grupos Experimentais

Escore Caracteristica microscopica Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5
(n=24) (n=18) (n=21) (n=20) (n=24)
20 3 9 24
1 Auséncia de reabsorcdo 0
(83,4%) (16,7%) (42,9%) (100%)
4 12 12 15
2 Reabsorg¢do cementaria
(16,6%) (66,6%) (57,1%) (75%)
3 5
3 Reabsorcao dentinaria 0
(16,7%) (25%)

O didmetro da lesdo periapical avaliado pela tomografia computadorizada de feixe cénico
foi semelhante a avaliagdo microscopica, porém foi menor quando avaliado pela
radiografia periapical convencional

A avaliacdo do diametro da lesdo por meio da tomografia computadorizada de feixe
cOnico, em vista sagital, revelou que as lesdes periapicais apresentavam extensao mésio-
distal maiores do que os valores obtidos pela avalicdo radiografica, tanto no periodo pré
como no periodo pds-tratamento endoddntico (Figura 1.6) (p < 0,0001).

Aos 180 dias apds o tratamento de canais radiculares, houve reducdo da extensao
mésio-distal mediana das lesdes periapicais nos dentes com lesdo periapical submetidos ao
tratamento endoéntico utilizando o hidréxido de calcio como curativo de demora (Grupo 3)

em relacdo ao diametro inicial da lesdo aos 45 dias apdés a contaminagdo dos canais
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radiculares (p < 0,0001), tanto pela avaliagdo tomografica como pela avaliacdo radiografica.
Entretanto, o percentual mediano de reducdo do tamanho da lesdo, calculado em relagdo a
medida inicial da lesdo, foi maior para a avaliagdo radiografica (61,9%) comparado a
avaliagdo pela tomografia computadorizada de feixe conico (43,6%) (p = 0,0479).

Por outro lado, nos dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endbntico
em sessdo Unica (Grupo 2), o diametro mésio-distal da lesdo periapical apds o tratamento de
canais radiculares permaneceu semelhante ao observado apds a contaminacdo dos canais
radiculares (p > 0,05). O percentual mediano de redu¢do do tamanho da lesdo ndo foi
diferente quando a avaliacdo foi realizada utilizando-se tomografias computadorizadas
(6,5%) ou radiografias periapicais convencionais (10,2%) (p > 0,05). Nos dentes com necrose
pulpar e lesdo periapical ndo submetidos ao tratamento endodontico, houve um aumento

progressivo do tamanho da lesdo com o passar do tempo (p < 0,0001).

Tomografia computadorizada
Radiografia periapical convencional de feixe conico
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Figura 1.6. As lesGes periapicais foram delimitadas e o diametro de cada lesdo determinado
utilizando-se tomografias computadorizadas de feixe cbnico ou radiografias periapicais
convencionais aos 45 dias apds contaminacdo dos canais radiculares e aos 180 dias apds tratamento
endoddntico. Pontos representam espécimes do Grupo 1 (losango — tratamento endodontico em
dentes com vitalidade pulpar), Grupo 2 (circulo — tratamento endoddntico em dentes com lesdo
periapical em sessdo Unica), Grupo 3 (quadrado - tratamento endoddntico em dentes com lesdo
periapical utilizando o hidréxido de cdlcio como curativo de demora) e Grupo 4 (tridngulo - dentes
com necrose pulpar e lesdo periapical ndo submetidos ao tratamento endoddntico). Os valores sdo
expressos em milimetros quadrados (mm?) e cada ponto representa um espécime; barras horizontais

representam mediana e quartis.
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As medidas dos didmetros das lesbes periapicais obtidas pela avaliacdo pela
tomografia computadorizada de feixe conico ou pela radiografia periapical convencional
foram comparadas as medidas obtidas pela avaliacdo microscdpica (padrao-ouro), aos 180
dias apds o tratamento de canais radiculares. Houve maior correlacdo entre os valores
obtidos pela tomografia computadorizada e pela avaliacdo microscdpica (ICC = 0,95) e
menor correlagao entre os valores obtidos pela radiografia periapical convencional e pela

avaliagdo microscépica (ICC = 0,86) (Figura 1.7).
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em dentes com lesdo periapical em sessdo Unica), Grupo 3 (quadrado - tratamento endodontico em
dentes com lesdo periapical utilizando o hidréxido de célcio como curativo de demora) e Grupo 4
(tridngulo - dentes com necrose pulpar e lesdo periapical ndo submetidos ao tratamento
endoddntico). Os valores sdo expressos em milimetros quadrados (mm?) e cada ponto representa um
espécime; barras horizontais representam mediana e quartis (superior). As medidas obtidas pelas
avaliagcdbes tomografica e radiogridfica foram comparadas aos valores obtidos pela avaliacdo
microscopica considerada o padrdo-ouro. Os coeficientes de correlacdo intraclasse (ICC) foram

calculados e sdo apresentados no grafico (inferior).
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A tomografia computadorizada de feixe cénico apresenta maior acurdcia na detec¢do de
lesbes periapicais do que a radiografia periapical convencional

A presenca e distribuicdo do infiltrado inflamatdrio na regido apical e periapical dos
dentes submetidos ao tratamento de canais radiculares foi investigada e utilizada como
padrdo-ouro indicativo da presenca de lesdo periapical. Apds a realizacdo da obturacdo dos
canais radiculares, nos dentes com lesdao periapical e submetidos ao tratamento
endodontico utilizando o hidréxido de calcio como curativo de demora, o infiltrado
inflamatdrio estava localizado até a metade da extensdao do ligamento periodontal apical,
semelhante aos dentes com vitalidade pulpar submetidos ao tratamento endodontico (p >
0,05). Por outro lado, nos dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento
endodontico em sessdo Unica, o infiltrado inflamatdrio estava localizado além da metade da
extensdao do ligamento periodontal, semelhante aos dentes com lesdo periapical nao

submetidos ao tratamento endodontico (p < 0,0001) (Tabela 1.4).

Tabela 1.4. Resultados da avaliagdo microscdpica 180 dias apds tratamento endodontico com relagdo
a extensdo do infiltrado inflamatério nas regides apical e periapical. Os valores

encontram-se expressos em numero de raizes e porcentagem

Grupos Experimentais

Escore Extensao do infiltrado inflamatério Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo 4

(n=24) (n=18) (n=21) (n=20)

1 6

Ausente 0 0 0
(25%)

2 9 6

Restrito ao forame apical 0 0
(37,5%) (28,6%)

3 Até a metade da espessura do ligamento 9 4 9 0
periodontal (37,5%) (22,2%) (42,8%)

4 Além da metade da espessura do ligamento 0 14 6 20
periodontal (77,8%) (28,6%) (100%)

A presenca de um infiltrado inflamatdrio na regido apical e periapical foi considerada
como lesao periapical detectada microscopicamente e estava presente em 93% dos casos. A
utilizacdo da tomografia computadorizada de feixe conico permitiu a deteccdo de lesdes
periapicais em 84% das raizes enquanto a radiografia periapical convencional possibilitou a
deteccdo em 75% das raizes (p = 0,001) (Tabela 1.5). Os resultados verdadeiro-positivo (VP),

falso-positivo (FP), verdadeiro-negativo (VN) e falso-negativo (FN) para cada um dos
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métodos de avaliacdo estao descritos na Tabela 1.6.

Tabela 1.5. NUumero de raizes com lesdo periapical detectada pela radiografia periapical

convencional, tomografia computadorizada de feixe cnico e microscopia

Método de avaliagao
Grupos Experimentais

Radiografico Tomogriafico Microscépico
Grupo 1 (n = 24) 9 11 18
Grupo 2 (n =18) 18 18 18
Grupo 3 (n=21) 15 21 21
Grupo 4 (n =20) 20 20 20
Total (n =83) 62 (75%) 70 (84%) 77 (93 %)

Tabela 1.6. Valores verdadeiro-positivos (VP) e falso-positivos (FP) e valores verdadeiro-negativos
(VN) e falso-negativos (FN) para deteccdo de lesGes periapicais para a tomografia
computadorizada de feixe cOnico ou radiografias periapicais convencionais,

considerando a avaliagdo microscdpica como padrao-ouro

Detecc¢ao de lesao periapical

Método de avaliacao VP FP VN FN
Positivo Negativo
Radiografico 62 21 62 0 6 15
Tomografico 70 13 70 0 6 7

A sensibilidade e a especificidade dos métodos para diagndstico da lesdo periapical
foram calculadas (Tabela 1.7). A sensibilidade foi mais alta para a tomografia
computadorizada de feixe conico uma vez que por meio deste método foi possivel identificar
um maior numero de resultados positivos em raizes que microscopicamente apresentavam
lesGes periapicais (p = 0,043). Por outro lado, a especificidade para detectar lesdes
periapicais, medida pela capacidade do método apresentar um resultado negativo em raizes
ndo portadoras de lesao periapical, foi semelhante entre a tomografia computadorizada de
feixe conico e a radiografia periapical convencional (p > 0,05).

Considerando que a avaliacdo microscépica ndo é possivel clinicamente, é importante
determinar, por meio de estudos experimentais, a probabilidade dos métodos de

diagnéstico de identificar a lesdo periapical quando ela estd presente ou ndo identifica-la
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quando ela estiver ausente, por meio do cdlculo dos valores preditivos positivo e negativo,
respectivamente. A probabilidade de detectar a lesdo periapical quando ela estava presente
(valor preditivo positivo) foi semelhante para a tomografia computadorizada de feixe conico
e para a radiografia periapical convencional (p > 0,05), enquanto que a probabilidade de nao
detectar a lesdo quando ela estava ausente (valor preditivo negativo) foi maior para a
tomografia computadorizada de feixe cOnico do que para a radiografia periapical
convencional (p = 0,002) (Tabela 1.7).

A acuracia dos métodos para diagndstico da lesdo periapical foi determinada pela
soma entre os valores verdadeiro-positivos e os valores verdadeiro-negativos para cada
método e foi maior para a tomografia computadorizada de feixe cdnico comparado a

radiografia periapical convencional (p = 0,028) (Tabela 1.7).

Tabela 1.7. Sensibilidade, especificidade, valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo
(VPN) e acuracia no diagnodstico (VP + VN) para a radiografia periapical convencional e
para a tomografia computadorizada de feixe conico, calculados utilizando a avaliacao

microscépica como padrdo-ouro

Método de avaliagdo  Sensibilidade Especificidade VPP VPN Acuriacia
Radiografico 0,80 1 1 0,28 0,83
Tomografico 0,91 1 1 0,46 0,92

A avaliagdo tridimensional da lesdo periapical revelou desfecho mais favordvel para
dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endodédntico utilizando o hidroxido
de cdlcio como curativo de demora

Considerando que a tomografia computadorizada de feixe conico representou com
fidelidade a resposta inflamatdria na regido periapical nos dentes com lesdo periapical, o
volume das lesdes foi estimado por meio desta técnica e o desfecho do tratamento
endoddntico foi categorizado comparando-se o tamanho das lesGes remanescentes ao
tamanho inicial das lesdes.

As lesbes periapicais induzidas experimentalmente (Grupos 2, 3 e 4) apresentaram
volumes semelhantes previamente ao tratamento de canais radiculares, quando avaliadas
pela tomografia computadorizada de feixe conico ou pela radiografia periapical convencional
(p > 0,05) (Tabela 1.8). Apds o tratamento de canais radiculares, houve diminuicdo do

volume das lesGes para os dentes submetidos ao tratamento endodontico utilizando o
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hidréxido de calcio como curativo de demora (p = 0,025), enquanto nos dentes submetidos
ao tratamento endoddntico em sessao Unica o volume da lesdo aumentou (p < 0,0001). Nos
dentes com lesdo periapical ndo submetidos ao tratamento endoddntico houve aumento
progressivo do volume da lesdo (p = 0,0002). Aos 180 dias pds-tratamento de canais
radiculares o volume da lesdo periapical determinado pela tomografia computadorizada de
feixe conico nos dentes com lesdao periapical submetido ao tratamento endodéntico
utilizando o hidroxido de calcio como curativo de demora foi semelhante aquele observado
em dentes com vitalidade pulpar submetidos ao tratamento endodéntico (p > 0,05) e menor
do que nos dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endoddntico em sessdo
Unica (p < 0,0001), nos quais o volume da lesdo foi semelhante aos dentes com lesdo

periapical ndo submetidos ao tratamento endodontico (p > 0,05).

Tabela 1.8. Medida do volume das lesdes periapicais em mm?®, para os diferentes grupos
experimentais, 45 dias apds a contaminacdo dos canais radiculares e 180 dias apds a

realizacdo do tratamento endoddntico. Valores estdo expressos como mediana e 1° e

3° quartis
Grupos Experimentais

Periodo experimental Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
(n=24) (n =24) (n = 24) (n=24)

7,98 10,63 9,47

45 dias apés contaminagao -
561-11,55 4,66-19,89 5,61-11,91
0 14,1 6,21 13,73

180 dias apds tratamento endodoéntico
0-14,13 12,51-17,25 4,72-7,85 7,02-30,72

Apds o tratamento de canais radiculares, foram detectados desfechos favordveis
identificados como lesGes ausentes ou reduzidas, em 51 raizes (70,8%) nos Grupos 1, 2 e 3
quando avaliado por radiografia periapical convencional, enquanto pela tomografia
computadorizada de feixe cOnico foram detectados desfechos favoraveis em 22 raizes
(30,5%) (Tabela 1.9) (p < 0,0001). Desfechos desfavoraveis, caracterizados pela manutencao
ou aumento da extensdao da lesdo foram mais comuns nos dentes com les3ao periapical
submetidos ao tratamento em sessao Unica do que naqueles em que foi utilizado o hidréxido
de cdlcio como curativo de demora, quando avaliado pela tomografia computadorizada de
feixe conico (p = 0,023), porém nao foi possivel detectar essa diferenca pela radiografia

periapical convencional (p > 0,05). Nos animais que apresentavam lesdo periapical nao
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submetidos ao tratamento endodéntico houve aumento progressivo da lesdo periapical

tanto pela avaliacdo radiografica quanto pela tomogréfica.

Tabela 1.9. Desfecho do tratamento endodéntico determinado pela tomografia computadorizada de

feixe cOnico comparado a avaliacdo radiografica com relacdo ao tamanho da lesdao

Métodos de avaliagao

Tomografico Radiografico
Desfecho Lesao Periapical
Grupol Grupo2 Grupo3 Grupol Grupo2 Grupo3
(n=24) (n=24) (n=24) (n=24) (n=24) (n=24)
Redugao - 1 5 - 15 15
Favoravel Ausente 13 0 3 15 0 6
Total 22 (30,5%) 51 (70,8%)
Aparecimento /
11 23 16 9 5 2
Aumento
Desfavoravel
N3o modificada - 0 0 - 4 1
Total 50 (69,5%) 21 (29,2%)
DiscussAo

A tomografia computadorizada foi introduzida na Medicina a partir de 1970 (Brenner
e Hall, 2007) e sua indicacdo tem se expandido desde entdo e o primeiro relato de utilizacao
da tomografia em Endodontia aconteceu em 1989 com a proposta da utilizacdo desta
técnica para diferenciar cistos e granulomas periapicais (Trope et al., 1989).

Neste estudo, a utilizacdo da tomografia computadorizada foi proposta para avaliar
as regides apical e periapical em dentes com lesdo periapical experimentalmente induzida
submetidos a diferentes protocolos clinicos para tratamento de canais radiculares. Embora
existam relatos de caso sobre a utilizacdo da tomografia computadorizada para proservacao
pds-tratamento endodontico (Cotti et al., 1999), a avaliacdo experimental com o objetivo de
determinar a acuracia deste método nas condig¢Bes clinicas propostas nesta pesquisa ainda
ndo foi investigado.

Como pbde ser observado pela comparagdo entre as medidas das dreas das lesdes
periapicais obtidas pela avaliacdo radiografica e pela avaliacdo tomografica, as lesdes
periapicais apresentavam maior extensdo mésio-distal quando avaliadas pela tomografia
computadorizada de feixe conico do que quando avaliadas pela radiografia, tanto aos 45 dias
apos a contaminacdo dos canais radiculares quanto aos 180 dias apds a realizacdo do

tratamento endodéntico. Aos 180 dias, utilizando a avaliagdo microscépica como padrao-
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ouro, constatou-se que as medidas obtidas pela tomografia computadorizada de feixe
cOnico eram mais fiés do que aquelas obtidas pela radiografia periapical convencional.
Ainda, a sensibilidade e a acurdcia da tomografia computadorizada de feixe conico para
deteccdo de lesGes periapical foram superiores a radiografia periapical convencional.
Possivelmente isto tenha acontecido devido ao fato de que na radiografia periapical
convencional existe sobreposicdo de estruturas tridimensionais em uma imagem
bidimensional, podendo mascarar a real extensdo das lesdes periapicais. Por outro lado, por
meio da tomografia computadorizada de feixe conico é possivel obter uma seqiiéncia de
cortes seriados, 0s quais permitem estabelecer a dimensdo real da lesdo periapical quando é
obtido um corte de espessura fina contendo apenas a regido do osso esponjoso (von
Stechow et al., 2003; Simon et al., 2006; Cotton et al., 2007; Lofthag-Hansen et al., 2007;
Stravopoulos e Wenzel, 2007).

Com o objetivo de padronizar as avaliacGes e dessa maneira realizar comparacdes
entre os métodos de diagndstico por imagem, as medidas das lesdes periapicais foram
realizadas em sec¢Oes tomograficas e microscépicas obtidas no plano sagital. Na avaliacao
tomografica, a maior area radiollicida encontrada na seqiiéncia de cortes para cada raiz foi
utilizada para mensuragdo sendo na avaliacdo microscopica utilizada a lamina que
apresentava o maior diametro da lesdo. O maior diametro da lesdao periapical tém sido
utilizado em avaliagdes microscépicas prévias como representativo da extensdo da
reabsorcao ossea periapical (De Rossi et al., 2007, 2008). Esta medida pode ser obtida com
fidelidade neste estudo quando foi utilizada a tomografia computadorizada de feixe conico,
possibilitando dessa maneira, a avaliagdo com sobreposicdo minima de estruturas. A
superioridade da tomografia computadorizada de feixe conico na deteccdo e avaliacdo da
extensdao das lesdes periapicais demonstrada neste estudo encontram respaldo em
trabalhos publicados recentemente que mostraram que lesdes periapicais que apresentam
didmetro mésio-distal médio de 2,8 mm ndo diagnosticadas por meio da radiografia
periapical convencional podem ser detectados pela tomografia computadorizada (Lofthag-
Hansen et al., 2007). Em outro estudo, durante o desenvolvimento da lesdo periapical, o
exame radiografico ndo permitiu a deteccdo de dreas radiolicidas aos 14 dias apds a
contaminagdo dos canais radiculares enquanto a tomografia computadorizada permitiu a
deteccdo em 33% dos espécimes. Estas observacdes foram semelhantes aquelas obtidas aos
21 dias apés a contaminagcdo dos canais radiculares, quando lesdes periapicais foram
detectadas em 47% dos espécimes por meio da radiografia periapical convencional e em

83% por meio da tomografia computadorizada (Jorge et al., 2008). Em dentes submetidos ao
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retratamento endodontico, a superioridade da tomografia computadorizada para deteccao
de lesOes periapicais em relacdo a radiografia periapical convencional tem sido atribuida a
menor possibilidade de obtenc¢do de resultados falso-negativos (Huumonen et al., 2006).

Existem diferentes scanners para tomografia computadorizada utilizados em
Endodontia, os quais sao classificados de acordo com o método de aquisicao da imagem em
tomografia convencional espiral e tomografia computadorizada de feixe conico (Patel et al.,
2007). Neste estudo foi utilizada a tomografia computadorizada de feixe cbnico por ser
indicado para avaliagdo das estruturas dentais e maxilofaciais, uma vez que apresenta menor
field-of-view e consequentemente permite a obtencdo de imagens em menor tempo de
exposicao, menor radiagcdao ao paciente e ainda permite a possibilidade de trabalho por meio
de reconstrucdes tridimensionais (Cotton et al., 2007; Patel et al., 2007, 2009).

Recentemente foi demonstrado em humanos que a tomografia computadorizada de
feixe cOnico permite identificar uma maior quantidade de lesGes periapicais do que as
técnicas radiograficas periapical e panoramica (Estrela et al., 2008a, 2008b). Entretanto,
lesGes periapicais em estagio avancado, de acordo com o Periapical Index, foram
corretamente identificadas por métodos radiograficos convencionais. Ainda, as imagens
obtidas pela tomografia computadorizada de feixe conico foram atribuidos maiores escores
do Periapical Index do que as imagens radiograficas, corroborando com os resultados deste
estudo em que foi possivel identificar pela tomografia computadorizada de feixe conico
lesdes com maior extensdao mésio-distal 45 dias apds contaminacdo dos canais radicular ou
180 dias apds a realizagdo do tratamento endodoéntico do que aquelas obtidas pela
radiografia periapical convencional.

Embora em estudo prévio em humanos tenha sido relatado que existe pouca
diferenca na detec¢do de lesGes periapicais quando se comparou a radiografia a tomografia
convencional espiral (Tammisalo et al., 1996), deve-se levar em consideracdo que naquele
estudo foram utilizados cortes tomograficos bastante espessos, de 8 mm de espessura, nao
eliminando assim a sobreposicdo de estruturas anatdémicas. Com os aparelhos mais
modernos, que utilizam o principio do feixe cénico para tomadas tomograficas, é possivel
trabalhar com cortes mais finos, com 1 mm de espessura, como realizado em nosso estudo,
com o objetivo de eliminar ao mdximo a sobreposicdo de imagens e permitir a detec¢dao de
lesdes de pequena extensdo confinadas ao 0sso esponjoso.

O valor preditivo negativo para a radiografia periapical convencional neste estudo foi
de 0,28 indicando que quando condi¢cdes de normalidade foram diagnosticadas na regido

periapical pela radiografia periapical convencional, 72% dos casos apresentavam lesdo
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periapical pela avaliagdo microscépica. O valor preditivo negativo do exame radiografico
para deteccdo de lesdes periapicais ndo é um achado recente, tendo sido relatado variando
de 0,53 a 0,67 em outros estudos (Brynolf, 1967; Rowe e Binnie, 1974; Green et al., 1997,
Barthel et al., 2004; Stavropoulos e Wenzel, 2007).

Nossos achados corroboram com os estudos prévios indicando que a radiografia
periapical convencional apresenta limitacdes para diagnosticar a auséncia de lesdao
periapical. O valor preditivo negativo para a tomografia computadorizada de feixe conico foi
qguase duas vezes superior ao da radiografia periapical convencional neste estudo, ainda que
7 lesdes periapicais tenham sido detectas pela microscopia, mas ndo pelos métodos
imaginoldgicos. Dentre as 77 lesGes periapicais identificadas pela microscopia, 15 delas eram
pequenas e apresentavam o infiltrado inflamatério restrito ao forame apical com reabsorcao
ossea de pequena extensdo. Possivelmente, nestes casos, a perda 6ssea em volume restrita
ndo possibilitou a deteccdo pela tomografia computadorizada de feixe cbnico. A
especificidade e o valor preditivo positivo foram 100% para a tomografia computadorizada
de feixe conico e para a radiografia periapical convencional, indicando que sempre que uma
radioluscéncia periapical era detectada por ambas as técnicas, ela correspondia a presenca
de inflamagao microscopicamente.

Embora um estudo ex vivo tenha sido publicado nesta darea indicando que a
tomografia computadorizada apresenta maior acuracia do que o exame radiografico para
deteccdo de lesdes periapicais artificialmente confeccionadas na mandibula de porcos
(Stavropoulos e Wenzel, 2007), este é o primeiro estudo experimental in vivo em que a
presenca de lesdo periapical induzida por bactérias foi avaliada apds utilizacdo de diferentes
protocolos clinicos para tratamento de canais radiculares. No Grupo 1, o tratamento de
canais radiculares foi realizado em dentes com vitalidade pulpar e nos Grupos 2 e 3, o
tratamento de canais radiculares foi realizado em dentes com lesdo periapical submetidos
ao tratamento em sessdo Unica ou utilizando o hidréxido de calcio como curativo de demora
respectivamente.

Na Endodontia existe controvérsia se o tratamento de canais radiculares em dentes
com lesdo periapical pode ser realizado em sessdo Unica ou se deve ser utilizado um curativo
de demora intracanal com o objetivo de reduzir a quantidade de microrganismos no interior
do canal radicular ndo removidos durante o preparo biomecanico e dessa maneira estimular
o processo de reparo (Trope et al., 1999; Weiger et al., 2000; Peters e Wesselink, 2002;
Bergenholtz e Spangberg, 2004; Gesi et al., 2006).
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Nos dentes com lesdao periapical submetidos ao tratamento endodontico em sessdo
Unica (Grupo 2), foram detectados descontinuidade da ldamina dura e presenca de areas
radiollcidas sugestivas de lesdo periapical em todos os espécimes tanto pela tomografia
computadorizada de feixe conico, como pelo exame radiografico periapical quanto pela
avaliagdo histoldgica. Possivelmente, o fato das lesdes apresentarem maior diametro neste
grupo possibitou que todos os métodos de diagndstico detectassem similarmente a
presenca de lesGes periapicais, semelhante ao ocorrido nos dentes com lesdo periapical
experimentalmente induzida ndo submetidos ao tratamento endodéntico (Grupo 4). A
menor sensibilidade dos métodos imaginoldgicos nestes grupos, no periodo experimental de
180 dias, mimetiza os resultados obtidos no periodo experimental de 45 dias, no qual ndo
foram observadas diferencas entre os métodos de diagndstico para a detec¢do das lesdes
periapicais, uma vez que todas as lesdes apresentavam grande extensdo mésio-distal.

Por outro lado, nos dentes com lesdao periapical submetidos ao tratamento
endododntico utilizando o hidréxido de calcio como curativo de demora (Grupo 3),
descontinuidade da lamina dura e presenca de dreas radiolicidas sugestivas de lesdao
periapical foram detectados em 71,4% das amostras por meio do exame radiogréafico
periapical, enquanto que a tomografia computadorizada de feixe cénico possibilitou a
detecdo em todos os espécimes (100%) similarmente a avaliacdo microscopica. A
divergéncia entre os resultados obtidos pela tomografia computadorizada e pela radiografia
periapical convencional, observadas neste grupo, pode ser em funcdo de que as lesdes
apresentavam menor extensdao mésio-distal, com grande quantidade de tecido ésseo ao
redor, aumentando a sobreposicdo de estrutura éssea sadia.

Presenca de reabsorcdo radicular externa foi detectada pela tomografia
computadorizada de feixe cOnico e pelo exame radiografico periapical convencional em
aproximadamente 60% dos casos, apds a contaminacdo dos canais radiculares, sem
diferenca entre os métodos. Apds a obturacdo dos canais radiculares, a presenca de
reabsorcdo radicular externa foi detectada pela tomografia computadorizada de feixe
conico, pelo exame radiografico periapical convencional e pela avaliagdo microscépica em
aproxidamente 80% dos espécimes com lesdo periapical submetidos ao tratamento de
canais radiculares em sessdo Unica (Grupo 2). Estes resultados foram diferentes daqueles
encontrados nos dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endoddéntico
utilizando o hidréxido de calcio como curativo de demora (Grupo 3; 60%) e nos dentes com
vitalidade pulpar submetidos ao tratamento endodéntico (Grupo 1; 8%), os quais

apresentaram menor porcentagem de espécimes com reabsorc¢des radiculares. O aumento
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da porcentagem de espécimes com reabsorcao radicular, no grupo com lesdo periapical
experimentalmente induzida ndo submetidos ao tratamento endodontico, assim como nos
dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endoddéntico em sessdo Unica,
indicam que os fatores desencadeantes da lesdao periapical e da inflamagdo periapical nao-
controlada nestes grupos podem ter sido os responsaveis pelo aumento na ocorréncia de
reabsorcao radicular (Martdn e Kiss, 2000; Consolaro, 2005).

A presenca de reabsorcdo radicular externa nas diferentes condi¢cdes experimentais
foi detectada semelhantemente pela tomografia computadorizada de feixe conico, pelo
exame radiografico periapical convencional e pela avaliacdo microscépica, sem diferenca
entre os métodos de detec¢do. A vantagem da tomografia computadorizada sobre os demais
métodos de diagndstico estd relacionada a possibilidade de reconstruir tridimensionalmente
as estruturas radiculares (Balto et al., 2002) e, dessa maneira, identificar a morfologia das
reabsorcdes radiculares. Aliado a isto, os altos valores de especificidade e sensibilidade para
deteccdo de reabsorcbes radiculares externas pela tomografia computadorizada de feixe
conico descritos previamente (Silveira et al., 2007; Liedke et al., 2009; Patel et al., 2009)
contribuem para a indicagao clinica deste método de imaginologia.

Como ferramenta adicional para diagndstico e acompanhamento da regressdao de
lesdes periapicais apds tratamento endodontico, a tomografia computadorizada permite a
avaliacdo tridimensional das estruturas. Por meio de softwares de reconstrucdo, como o
Amira Software utilizado neste estudo, o tamanho da lesdo periapical pode ser estimado e o
volume obtido pela soma das areas da superficie da lesdo segmentadas em cada corte da
tomografia, semelhante ao descrito previamente para o cdlculo do volume de alvéolos
dentais pds-extracdo em humanos (Agbaje et al., 2007) ou em lesGes periapicais
experimentalmente induzidas em camundongos (von Stechow et al., 2003).

Em estudo prévio foi demonstrado que as medidas microscopicas e
microtomograficas da area da lesdo periapical se correlacionam positivamente, assim como
existe uma correlacdo entre a area e o volume destas lesdes detectados por
microtomografias (von Stechow et al., 2003). Nosso estudo foi o primeiro realizado na area
da Endodontia para avaliar o volume das lesGes periapicais pré e pds-tratamento de canais
radiculares e para tanto algumas padronizacdes foram necessdrias. A visibilidade da lesdao
periapical em cada corte depende da orientacdo dos cortes em relacdo a orientacdo espacial
das lesdes, uma vez que sec¢ées em orientagdes ndo padronizadas levam a visOes diferentes
da mesma lesdo. Para minimizar os efeitos negativos do examinador na reconstrucao das

lesdes, as imagens obtidas foram posicionadas corretamente e a segmentacdo dos cortes foi
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realizada separadamente em orientagdo axial, coronal e sagital para evitar o viés ocasionado
por uma orientacao espacial Unica.

Por meio da avaliagdo volumétrica dos tecidos periapicais pela tomografia
computadorizada de feixe conico, dentre as 72 raizes submetidas ao tratamento
endododntico, 50 raizes apresentaram um desfecho desfavoravel 180 dias apds a obturacdo
dos canais radiculares, o dobro do valor detectado pela avaliagdo radiografica periapical
convencional. A radiografia periapical convencional mostrou-se pouco confidvel para
deteccdo da presenca de lesGes periapicais assim como para determinar a reducdo do
tamanho das lesdes, o que poderia ser especulado pelo fato de que a expansado vestibulo-
lingual da lesdo periapical no osso esponjoso ndo ser identificada em vista sagital (Bender e
Seltzer, 1961; Bender, 1982; van der Stelt, 1985). Nestas situacdes, o aumento da lesdo
somente pode ser revelado por medidas volumétricas como é o caso da tomografia
computadorizada (Huumonen e @rstavik, 2002; Gielkens et al., 2008).

Os desfechos desfavoraveis foram encontrados mais frequentemente nos espécimes
submetidos ao tratamento endoddntico em sessdo Unica do que naqueles em que se utilizou
o hidroxido de calcio como curativo de demora em concordancia com outros estudos
experimentais publicados (Katebzadeh et al., 1999; Holland et al., 2003; De Rossi et al.,
2005; Leonardo et al., 2006; Silveira et al., 2007). Por outro lado, estudos clinicos e
radiograficos realizados em humanos para acompanhamento pés-tratamento de canais
radiculares tém mostrado que ndo existe diferenca no desfecho do tratamento endodéntico
em uma ou duas sessdes (Trope et al., 1999; Weiger et al., 2000; Peters e Wesselink, 2002;
Sathorn et al., 2005; Figini et al., 2007; Naito et al., 2008), possivelmente em funcdo das
limitacGes de delineamento das pesquisas clinicas, principalmente com relagdo ao tamanho
da amostra e aos métodos utilizados para detec¢do das lesdes periapicais.

O alto indice de desfechos desfavoraveis apds o tratamento endoddntico neste
estudo pode ser atribuido, em parte, ao curto periodo de proservagdo pds-tratamento de
canais radiculares (Katebzadeh et al., 1999). Previamente foi demonstrado que, em dentes
de cdes com lesdo periapical visivel radiograficamente, 180 dias apds a utilizacdo de um
curativo de demora a base de hidroxido de cdlcio em veiculo viscoso (Calen PMCC) e
obturacdo dos canais radiculares com o cimento AH Plus, a 4rea mediana das lesdes
periapicais determinada pela radiografia periapical convencional era 3,4 mm?, semelhante
ao relatado neste estudo para o Grupo 3 (2,8 mm?), e reduziu consideravelmente aos 360
dias pds-tratamento, para 1,2 mm? (Grecca, 1999; Grecca et al.,, 2001). Outro estudo

semelhante demonstrou que apds a obturacdo dos canais radiculares em dentes de cdes é
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necessario um periodo de 270 dias para desaparecimento da lesdao periapical visivel
radiograficamente e reestabelecimento da |dmina dura (Leonardo et al., 1994). E importante
o fato de que houve menor diametro da lesdo periapical nos dentes submetidos ao
tratamento endodontico utilizando o hidréxido de calcio como curativo de demora em
relacdo aos dentes obturados em sessdo Unica, evidenciando que a reparacdo dssea nestes
espécimes foi mais avancada que nos demais grupos.

Existem divergéncias na literatura com relacdo ao tempo necessario para se
estabelecer o sucesso ou fracasso radiografico apds o tratamento endodontico. Atualmente
a Sociedade Européia de Endodontia recomenda o acompanhamento clinico-radiografico 1
ano apds a obturagdo dos canais radiculares, com avaliagdo anual por um periodo de 4 anos,
para que seja estabelecido sucesso ou fracasso do tratamento (European Society of
Endodontology, 2006). A Associacdao Americana de Endodontia, por sua vez, recomenda um
periodo minimo de 4 a 5 anos para proservacdao do tratamento endodontico (Ng et al.,
2007). Considerando que lesGes periapicais confinadas ao 0sso esponjoso podem nao ser
visiveis radiograficamente (Huumonen e @rstavik , 2002, Bender e Seltzer, 1961; Bender,
1982; van der Stelt, 1985; Stabholz et al., 1994; Ricucci e Bergenholtz, 2003; Wu et al., 2006)
e, dessa maneira, ndo serem percebidas durante ou apds esse periodo estabelecido para
proservacdo, por meio de tomografia computadorizada novos periodos poderdo ser
propostos para indicar o sucesso tomografico do tratamento de canais radiculares. O fato da
tomografia computadorizada ser Util para obtencdo de informacdes a respeito do tamanho
real da lesdo, bem como da sua relagdo espacial com diferentes pontos anatémicos, indica
gue este novo método imaginoldgico deve ser considerado como uma opc¢do para a
proservacdo do reparo de lesdes periapicais pds-tratamento de canais radiculares (Cotti et
al., 1999). Outras vantagens da utilizacdo da tomografia computadorizada sobre a
radiografia periapical convencional incluem a possibilidade de avaliar a espessura do tecido
osseo em diferentes planos, localizar precisamente o posicionamento do canal mandibular e
sua relacdo com o apices dentais, a possibilidade de diferenciar os canais radiculares
vestibular e lingual por meio do seccionamento coronal do dente e a habilidade para
detectar fraturas radiculares verticais em dentes submetidos ou ndo ao tratamento
endodontico (Tachibana et al.,, 1990; Kassebaum et al.,, 1991; Velvart et al., 2001; von
Stechow et al., 2003; Nakata et al., 2006; Simon et al., 2006; Cotton et al., 2007; Lofthag-
Hansen et al., 2007; Nair e Nair, 2007; Matherne et al., 2008; Hassan et al., 2009).

Nesse sentido, a viabilidade e o custo-beneficio do uso da tomografia

computadorizada de feixe conico na rotina pratica clinica devem ser avaliados. A dose de
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radiacdo efetiva para um exame radiografico periapical completo varia de 33 a 84
microsieverts (uSV) (Gibbs, 2000). A dose efetiva de radiacdo para a tomografia
computadorizada varia de 33,9 a 50,3 uSV (Mah et al., 2003; Scarfe et al., 2006). Dessa
maneira, a quantidade de exposi¢do a radiacdo a que um paciente submetido a tomografia
computadorizada de feixe conico recebe é compardvel aquela utilizada no diagndstico por
imagem de rotina (Gibbs, 2000; Scarfe et al., 2006; Cotton et al., 2007).

Neste estudo os canais radiculares de dentes de cdes com ou sem lesdo periapical
experimentalmente induzida foram submetidos ao tratamento endoddéntico utilizando
diferentes protocolos clinicos e o desfecho do tratamento endoddntico foi avaliado por meio
de tomografia computadorizada de feixe conico, por radiografias periapicais convencionais e
pela avaliacdo histolégica dos tecidos. De acordo com os resultados obtidos nestas
avaliagdes podemos concluir que:

v' A tomografia computadorizada de feixe cénico permitiu a deteccdo de lesdes
periapicais experimentalmente induzidas em dentes de cdes com maior sensibilidade

e acurdcia do que a radiografia periapical convencional.

v As lesdes periapicais medidas pela tomografia computadorizada de feixe cénico se
apresentavam mais extensas no sentido mésio-distal do que quando avaliadas pela
radiografia periapical convencional e apresentavam maior correlacdo com as medidas

obtidas pela avaliagdo microscépica.

v Nos dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endodéntico em sess3o
Unica o desfecho do tratamento de canais radiculares foi considerado desfavoravel
para a maior parte dos espécimes e caracterizado pela manutencdo ou progressao da
lesdo periapical a semelhanca dos dentes com lesdo periapical ndo submetidos ao
tratamento endoddntico. Por outro lado, nos dentes com lesdo periapical submetidos
ao tratamento endodoéntico utilizando o hidréoxido de calcio como curativo de
demora, um maior nimero de espécimes apresentaram desfechos favoraveis

caracterizado pela diminuicdo ou desaparecimento da lesdo periapical.
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CAPITULO 2. METALOPROTEINASES DA MATRIZ FORAM ALTAMENTE EXPRESSAS EM LESOES PERIAPICAIS DE
HUMANOS E EM LESOES EXPERIMENTALMENTE INDUZIDAS EM CAES. A UTILIZACAO DO
HIDROXIDO DE CALCIO cOMO CURATIVO DE DEMORA EM DENTES COM LESAO PERIAPICAL
PROPICIOU UM PROCESSO DE REPARO APICAL E PERIAPICAL MAIS FAVORAVEL DO QUE O

TRATAMENTO ENDODONTICO EM SESSAO UNICA

A lesao periapical representa a resposta imunoinflamatéria localizada devido ao
aumento do numero e progressdo de microrganismos advindos dos canais radiculares
contaminados em dire¢do aos tecidos apicais e periapicais resultando em reabsor¢do éssea e
dentdria (Kawashima e Stashenko, 1999; Martén e Kiss, 2000; Liapatas et al., 2003; Kabak et
al., 2005). A reacao inflamatéria periapical é composta por um infiltrado inflamatério misto,
caracterizado pela presenca de neutrdfilos, linfécitos T e B, plasmédcitos e macréfagos, com
maior prevaléncia celular dependendo do estagio da doenca (Stashenko e Yu, 1989; Wang e
Stashenko, 1993, Yamasaki et al., 1994; Takahashi et al., 1999; Liapatas et al., 2003).

Os neutrofilos polimorfonucleares estdo presentes na fase inicial do desenvolvimento
da lesdo periapical, sendo sua funcdo na patogénese da doenca conhecida (Yamasaki et al.,
1994; Nakamura et al., 2002; De-Rossi et al., 2008). A indu¢do de neutropenia em ratos, por
uso de Metotrexato, concomitantemente a contaminagao dos canais radiculares, inibiu a
reabsorcdo dssea e, portanto, a formacao da lesdo periapical (Yamasaki et al., 1994). Com a
progressao tempo-dependente da lesdo periapical, o processo inflamatério se torna crénico
e inicia-se o recrutamento de células inflamatdrias mononucleadas (Stashenko e Yu, 1989;
Marton e Kiss, 2000). A presenca de linfocitos T helper (Th) e T citotdxico, tanto nas lesdes
periapicais de humanos e como naquelas experimentalmente induzidas, foi relatada em
estudos prévios (Stashenko e Yu, 1989; Walker et al., 2000; Liapatas et al., 2003; Kawahara
et al.,, 2004; Yamasaki et al., 2006) e a funcdo protetora ou estimuladora desempenhada
pelas citocinas produzidas pelos linfécitos Thl (INF-y) e Th2 (IL-4 e IL-10) no
desenvolvimento da lesdo periapical experimental foi demonstrada recentemente (De-Rossi
et al., 2008). Ainda, a contaminacdo dos canais radiculares em ratos leucopénicos levou a
menor extensdo da reabsorcao dssea periapical nestes animais, demostrando a importancia
da resposta imune mediada por células no desenvolvimento da lesdo (Waterman-Junior et
al., 1998).

A importancia das bactérias no desenvolvimento da lesdo periapical é amplamente
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conhecida, apds estudo cldssico que demonstrou que a exposicao pulpar em ratos germ-free
nao levou a formagcdo de lesdo periapical, enquanto em animais convencionais houve
desenvolvimento da lesdo 15 dias apds contaminacdo do tecido pulpar (Kakehashi et al.,
1965). Em humanos, nos dentes com lesdao periapical visivel radiograficamente, as bactérias
estdo amplamente distribuidas no sistema de canais radiculares e nas lacunas de reabsor¢ao
do cemento, seja na forma isolada ou formando extensos biofilmes microbianos (Leonardo
etal., 2002; Rocha et al., 2008).

A presenga de microrganismos, particularmente os anaerdbios gram-negativos, no
sistema de canais radiculares e nas lacunas de reabsor¢do do cemento, pds-tratamento de
canais radiculares, é considerada uma das principais causas de persisténcia da lesdo
periapical e, portanto, do insucesso do tratamento endodéntico (Nair et al., 1990; Leonardo
et al., 1994). Ainda, em modelos experimentais de doenca periodontal e lesdo periapical, a
presenca de bactérias estimula a resposta inflamatdria local e a producdo intensa de
proteases que degradam o meio extracelular e facilitam o processo de reabsorcdo dssea
(Garlet et al., 2006; Corotti et al., 2009).

Dentre as proteases responsdveis pela degradacdo dos componentes da matriz
extracelular estdo as metaloproteinases da matriz (MMPs). As MMPs fazem parte de uma
familia de endopeptidases metal-dependentes as quais sdo secretadas na forma de pro-
enzimas inativas, denominadas zimdgenos, e sdo ativadas no tecido pela segmentacdo dos
pré-peptideos. Todas as MMPs contém Zn™" no sitio catalitico e requerem a presenca de Ca™
para sua estabilidade e atividade (Bierkedal-Hansen, 1993). Estas proteinases sdo expressas
em resposta a estimulos especificos pelas células residentes do tecido conjuntivo durante o
processo de remodelacdo tecidual, bem como por células inflamatdrias que invadem os
tecidos durante eventos inflamatdrios (Bierkedal-Hansen, 1993; Krane, 1994; Parks et al.,
2004).

As metaloproteinases da matriz sdo classificadas em 5 classes principais de acordo
com sua especificidade por determinados substratos e de acordo com a sua homologia
estrutural interna em colagenases, gelatinases, estromelisinas, MMPs associadas a
membrana e outras (Woessner, 1991; Bierkedal-Hansen, 1993; Krane, 1994). Existem
evidéncias que indicam que as metaloproteinases da matriz sdo importantes para uma
grande variedade de processos bioldgicos, desde o desenvolvimento e remodelacdo até a

destruicdo dos tecidos (Hayakawa, 1998; Parks et al., 2004; Hannas et al., 2007; Page-McCaw
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et al., 2007). Durante a destruicdo tecidual na doenca periodontal, as metaloproteinases da
matriz sdo consideradas mediadores importantes para a degradac¢ao do coldgeno (Bierkedal-
Hansen, 1993; van der Zee et al., 1996; Chang et al., 2002; Nishikawa et al., 2002; Rossa-
Junior et al., 2005) e, portanto, da perda de inser¢ao do elemento dental (Hernandez et al.,
2006; Sorsa et al., 2006).

Durante a reabsorcdo dssea, a metaloproteinase da matriz-1 (MMP-1) desempenha
um importante papel na desorganizacdo do tecido ostedide que recobre os tecidos
mineralizados, possibilitando a reabsor¢do dssea (Birkedal-Hansen, 1993; Woessner, 1991;
Lin et al., 2002; Hong et al., 2004). As metaloproteinases da matriz MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-8, MMP-9 e MMP-13 foram descritas em lesdes periapicais de humanos previamente
(Teronen et al., 1995a, 1995b; Lin et al., 1997; Shin et al., 2002; Wahlgren et al., 2001, 2002,
2003; Leonardi et al., 2005; Belmar et al., 2008; Carneiro et al., 2009), embora a distribuicdo
e atividade destas enzimas nos tecidos n3ao tenha sido detalhada. Ainda, a investigacao
abrangente de componentes do meio extracelular especificos de cistos ou granulomas
periapicais de humanos pode fornecer informacgado para diagndstico diferencial destas lesdes.
A identificacdo de biomarcadores especificos de cada forma da doenca pode fornecer
subsidios para o desenvolvimento de novos métodos visando o diagndstico clinico de cistos
ou granulomas, previamente ao tratamento endodoéntico. As metaloproteinases da matriz
tém sido descritas em lesdes periapicais de humanos, sendo escassa a avaliagao comparativa
da expressao deste grupo de proteinases em cistos e granulomas periapicais de humanos.
Ainda, esta caracterizacdo da expressdao de metaloproteinases da matriz é importante no
sentido de esclarecer se a lesdo periapical experimentalmente induzida em modelos animais
representa a resposta inflamatdria periapical em humanos.

A concentragdao de MMP-8 no fluido presente no interior dos canais radiculares, em
dentes com necrose pulpar em humanos, pode ser modulada durante tratamento
endodontico (Walgreen et al., 2002), assim como a expressdao de RNA mensageiro (RNAm)
para MMP-3, -10 e -12 pds-tratamento de canais radiculares em dentes com lesdo periapical
induzida experimentalmente (Martinez et al., 2007). Estes estudos sugerem que a terapia
endodoOntica é importante para a reducgdo da inflamagdo periapical e da expressdao de
metaloproteinases da matriz. Entretanto, até o presente momento, ndo existem estudos
avaliando a modulagdo de outras metaloproteinases da matriz pelo tratamento

endodontico.
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Considerando a persisténcia da lesdo periapical pds-tratamento de canais radiculares
neste estudo, principalmente nos dentes submetidos ao tratamento endoddéntico em sessao
Unica, julgamos oportuno avaliar qual o desfecho histolégico e de expressdo de
metaloproteinases da matriz em dentes submetidos ao tratamento endodéntico utilizando
diferentes protocolos clinicos. Com o objetivo de determinar se as metaloproteinases da
matriz participam da lesdao periapical em humanos, cistos e granulomas periapicais foram

avaliados por meio de microarrays de DNA, zimografia in situ e imunoistoquimica.

MATERIAL E METODO
Animais, procedimentos operatdrios e processamento histolégico

Apds aprovagdo da projeto de pesquisa pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade de S3o Paulo — Campus de Ribeirdo Preto, processo n° 2007.1.191.53.0 (Anexo
B), foram utilizados para pesquisa 15 cdes machos, sem racga definida, com 12 meses de
idade e pesando, em média, 15 quilogramas. Os procedimentos clinicos realizados e

processamento histolégico foram descritos no Capitulo 1.

Avaliacao histoldgica e histomicrobioldgica

Os tecidos foram corados pela Hematoxilina e Eosina para analise morfoldgica e
contagem de células e pelo Tricromico de Mallory para avaliacdo da organizacdo das fibras
coldgenas no terc¢o apical de cada raiz.

As avaliagdes quantitativas e semi-quantitativas foram realizadas sob microscopia de
luz convencional por um Unico examinador calibrado sem o conhecimento de qual grupo o
espécime pertencia (k = 0,89). As células presentes nas regides apical e periapical foram
agrupadas de acordo com suas caracteristicas morfolégicas em células inflamatdrias
polimorfonucleadas, células inflamatdrias mononucleadas e células fibroblasticas. Células
fusiformes mononucleadas foram consideradas células fibroblasticas, células
mononucleadas com nucleo largo foram classificadas como infiltrado de células
inflamatdrias mononucleadas e polimorfonucleares leucdcitos foram identificados pela
morfologia do nucleo multilobulado. O nimero de células foi estimado em 3 campos
representativos de cada corte, sendo utilizados 3 cortes por espécime, no aumento de 100x.
Para todas as amostras, a localizagdo destes campos foi padronizada em trés orientagdes ao

redor do apice radicular: na regido correspondente ao centro do canal e a 45° do centro do
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canal para a direita e para a esquerda (Figura 1.1). O grau de atividade inflamatéria, obtido
pela razdo entre a soma dos componentes do infiltrado inflamatdério (mononucleares +
polimorfonucleares) sobre a contagem do niumero de fibroblastos (Kabak et al., 2005), foi
calculado com o objetivo de avaliar o processo de reparo nas diferentes condigbes
experimentais.

A presenca de selamento bioldgico apical, definido como a deposicdo de tecido
mineralizado semelhante ao cemento na regido do apice radicular em dentes submetidos ao
tratamento endodontico, foi classificada de acordo com a quantidade de tecido neoformado
em: (1) selamento apical completo, (2) selamento apical parcial, (3) auséncia de selamento.

A presenga ou auséncia de fibras do ligamento periodontal reinseridas no cemento
apical e o grau de organizacdo tecidual foram analisados pelo Tricromico de Mallory e
categorizados em: (1) ligamento periodontal apical organizado com presenca de fibras
inseridas no cemento, (2) ligamento periodontal apical levemente desorganizado com perda
de insercdo linear de até % da extensdao do cemento apical, (3) ligamento periodontal apical
moderadamente desorganizado com perda de insergao linear maior que % e menor que %
da extensdo do cemento apical, (4) ligamento periodontal apical severamente desorganizado
com perda de insercdo linear maior que % da extensdao do cemento apical. Os parametros
avaliados foram adaptados a partir de estudos prévios (Eberhard e Plagmann, 1999;
Leonardo et al., 2007).

Para avaliagdo histomicrobioldgica as laminas foram coradas pelo Método de Brown
& Brenn modificado. Os cortes foram desparafinizados, hidratados e imersos em solucdo de
cristal violeta (Ecibra, Cetus Ind. Com. Prod. Quim. Ltda., Sdo Paulo, SP) tamponada com
bicarbonato de sédio (Merck S.A. Industrias Quimicas, Rio de Janeiro, RJ) a 5% por 30
segundos. A seguir, as laminas foram imersas em solu¢do de iodo por 1 minuto, lavadas em
agua destilada e imersas em solucdo de éter-acetona (1 : 1). As ldaminas foram lavadas em
agua destilada e imersas em fucsina basica a 0,25 mg / ml (1 minuto) e posteriormente em
acido picrico aquoso [2:4:4 Trinitrophenol, CgH,(OH)(NO,)3] (May & Baker Ltd., Inglaterra),
por 1 minuto. A seguir foram imersas em acetona p.a. (CH3COCHjs, Ecibra) por 15 segundos
seguida por imersdo rapida em acetona-xilol (1 : 1) e montadas em Permount® (Fisher
Scientific, Fair Lawn, EUA).

Os microrganismos foram observados em microscopia de luz convencional, com

imersdao a d6leo, no aumento de 100x, nos 2 mm apicais, na luz do canal radicular, nas
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ramificacbes do delta apical e nas lacunas de reabsor¢do do cemento. Com esta coloracdo,
as bactérias gram-positivas sdo coradas em azul e as bactérias gram-negativas em roxo ou
vermelho. Para cada raiz foram analisados, em média, 15 seccbes. As laminas foram
avaliadas quanto ao grau de penetracdao das bactérias, de acordo com os escores: (1)
auséncia de bactérias, (2) presenca de bactérias na luz do canal radicular, (3) presenca de
bactérias nos tubulos dentinarios, (4) presenca de bactérias nas lacunas de reabsor¢do do
cemento, (5) presenca de bactérias na lesdo periapical.

A avaliacdo microscoépica foi realizada por um avaliador que desconhecia o grupo
experimental ao qual a amostra pertencia. Os grupos foram comparados com relagdo a
frequéncia de bactérias por meio do teste exato de Fisher e a presenca de microrganismos
nas diferentes localizagdes foi analisada por meio do teste de Kruskal-Wallis seguido pelo

pds-teste de Dunn (a = 0,05).

Imunoistoquimica

Com o objetivo de determinar se a destruicao tecidual estava associada a maior
expressdao de metaloproteinases da matriz e a distribuicdo dessas enzimas nos tecidos,
foram realizados ensaios de imunoistoquimica para as metaloproteinases da matriz 1, 2, 8, 9
e 13.

As laminas foram desparafinizadas, hidratadas em série decrescente de dlcoois e
mantidas em salina fosfatada tamponada (PBS). A seguir a peroxidase enddgena foi
blogueada com perdxido de hidrogénio a 1,5%, diluido em metanol, por 30 minutos. As
laminas foram lavadas em PBS por 5 minutos (2x) e submetidas a recuperacao dos epitopos
antigénicos utilizando solu¢do tamp3o de citrato de sddio (pH 6,0) aquecido a 93°C por 15
minutos. A seguir foram lavadas em PBS por 5 minutos (2x) e os sitios de ligacdo nao-
especifica foram bloqueados com albumina de soro bovino (Sigma, St Louis, EUA) a 2% por
60 minutos. Os tecidos foram incubados com os anticorpos primarios para MMP-1 (5 ug /
ml; IM35, Calbiochem, San Diego, EUA), MMP-2 (5 ug / ml; MAB3308, Chemicon, Temecula,
EUA), MMP-8 (5 pg / ml; MAB3316, Chemicon), MMP-9 (5 pg / ml; MAB3309, Chemicon) e
MMP-13 (5 ug / ml; M4052 Anti MMP-13 Hinge Region, Sigma). A seguir as laminas foram
lavadas e incubadas com anticorpos secundarios anti-camundongo ou anti-coelho
biotinilados por 1 hora (Goat anti-rabbit IgG e Goat anti-mouse IgG, Biocare Medical,

Concord, EUA), lavadas em PBS (2x), e incubadas com estreptavidina conjugada a
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horseradish peroxidase (4plus Streptavidin-HRP, Biocare Medical) por 20 minutos. 3,3-
Diaminobenzidina (DABsp, Chromogen System, Biocare Medical) foi utilizada como substrato
enzimatico por 5 minutos e a seguir as laminas foram lavadas em PBS (2x), contra-coradas
com hematoxilina de Harris por 15 segundos, lavadas com agua destilada, desidratadas em
concentracdes crescentes de alcool e montadas em Permount®. Laminas-controle foram
utilizadas para testar a especificidade da imunomarcag¢ao nas quais foi omitido o anticorpo
primdrio e as laminas foram incubadas com imunoglobulinas G (IgG) obtidas da mesma
espécie animal na qual o anticorpo primario correspondente foi produzido (Normal Mouse
IgG e Normal Rabbit IgG, Calbiochem).

Para cada proteina avaliada foi contado o nimero total de células, em trés campos
representativos no aumento de 100x, e a porcentagem de células positivamente marcadas
foi calculado. Os dados obtidos foram analisados por meio do teste ANOVA de uma via

seguido pelo pds-teste de Tukey (a = 0,05).

Coleta de cistos e granulomas periapicais de humanos

Com o objetivo de confirmar se as metaloproteinases da matriz estdo envolvidas nas
lesdes periapicais em humanos, amostras de cistos e granulomas periapicais foram obtidas e
utilizadas para investigacdo. Apds aprovacdo pela Comissdo de Etica da Universidade de
Michigan processo n® HUM00017046 (Anexo C) foram selecionados 10 cistos periapicais e 10
granulomas de humanos de arquivos do Servico de Bidpsia e Patologia Oral da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Michigan, os quais haviam sido previamente fixados em
formol tamponado a 10%, embebidos em parafina, e seccionados com uma espessura de 5
pm. Tecidos do ligamento periodontal obtidos de doadores saudaveis foram usados como
controle (n = 5).

A selecdo dos espécimes foi realizada por uma patologista, apds avaliacdo de laminas
coradas pela Hematoxilina e Eosina, contendo tecidos periapicais de dentes sem vitalidade
pulpar. Cistos periapicais foram selecionados quando apresentavam um tecido
granulomatoso ao redor de uma nitida cavidade circundada por um epitélio escamoso
estratificado. Granulomas periapicais foram selecionados quando apresentavam um tecido
granulomatoso sem a presenca de tecidos epitelial ao redor da lesdo (Nair et al., 1996; Nair,

1998; Vier e Figueiredo, 2002).



62

Extracao de RNA e andlise de microarray

Os tecidos embebidos em parafina foram transferidos para um tubo tipo eppendorf
de 1,5 ml e desparafinizados em xilol a 50°C por 3 minutos. A seguir foram lavados em etanol
absoluto (2x) e expostos a digestdo enzimatica por meio de protease K (Proteinase K, Qiagen
Inc., Valencia, EUA) a 50°C por 3 horas. Para extracdo do RNA total, os tecidos foram imersos
em reagente Trizol® (Invitrogen Corporation, Carlsbad, EUA), seguindo-se o protocolo
recomendado pelo fabricante, na proporcdo de 1 ml de Trizol para cada 1 mg de tecido,
sendo agitado por 30 segundos e mantido a temperatura ambiente por 5 minutos. Para cada
1 ml da suspensdo foi adicionado 0,2 ml de cloroférmio (Sigma), sendo as amostras
centrifugadas a 12.000 g a 4°C por 15 minutos. A fase aquosa foi transferida para um tubo
novo, ao qual foi adicionado o mesmo volume de isopropanol, sofrendo agitacdo em vortex
e incubado por 20 minutos a -20°C para precipitar o RNA da fase aquosa. Novamente os
tubos foram centrifugados a 12.000 g por 15 minutos a 4°C. O precipitado foi lavado em
etanol absoluto e posteriormente seco a temperatura ambiente. As amostras de RNA foram
suspensas em 50 pl de dgua deionizada e livre de RNAse, sendo entdo purificadas utilizando
o RNEasy Micro Kit (Qiagen Inc.). A qualidade e concentragao do RNA isolado foi avaliada por
meio de um chip de eletroforese (RNA 6000 Pico LabChip; Agilent 2100 BioAnalyzer, Agilent
Technologies Inc, Santa Clara, EUA).

A analise global da expressdao de RNAm para moléculas do meio extracelular foi
realizada por meio de um microarray de cDNA (Oligo GEArray® DNA Microarray, Human
Extracellular Matrix and Adhesion Molecules; SuperArray Bioscience Corporation, Frederick,
EUA). O microarray de cDNA compreendia 113 genes, agrupados de acordo com sua funcao,
em constituintes da membrana basal, constituintes estruturais do meio extracelular e
proteinas colagénicas, proteases e inibidores de proteases extracelulares, proteinas
transmembrana, proteinas de adesdo intercelular e adesdo celular a matriz e outras
proteinas de adesdo (Tabela 2.1). O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado por meio de
uma reac¢ao de transcricao reversa, na qual 10 pg de RNA total foram utilizados para gerar
sondas de cDNA marcadas com biotina-16-dUTP. As sondas de cDNA foram desnaturadas e
hibridizadas a 60°C com as membranas do microarray, por 12 horas, e reveladas por
quimioluminescéncia, utilizando a fosfatase alcalina conjugada a estreptavidina como
enzima de revelagdo e CPD-Star® como substrato enzimatico. A expressao génica foi avaliada

por meio de anadlise densitométrica dos pontos de quimioluminescéncia nas membranas
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utilizando o programa Image J 1.28 u (National Institutes of Health, Betheseda, EUA). A
comparacdo da expressao génica entre os grupos foi realizada apds normalizacdo pela
expressao do housekeeping B-actina. Os grupos foram comparados entre si por meio do

teste ANOVA de uma via seguido pelo pds-teste de Tukey (o = 0,05).

Zimografia in situ

As metaloproteinases da matriz sao sintetizadas e secretadas na forma latente e
precisam ser clivadas para se tornarem ativas e exercer sua fungdo. A avaliagdo da presenga
e a localizacdo das formas ativas das metaloproteinases da matriz foi realizada por meio da
zimografia in situ nos tecidos periapicais de humanos. Nos dentes dos animais ndo foi
possivel realizar o procedimento, uma vez que as pecas foram desmineralizadas por longo
periodo em acido etilenodiaminotetracétrico, um agente quelante que inibe a atividade
enzimatica.

No procedimento da zimografia in situ, um substrato especifico para determinadas
proteases é depositado sobre um tecido e durante o periodo de incubacdo o substrato sera
degradado de modo tempo- e dose-dependente, por enzimas em sua localizacdo nativa.
Apds a lise do substrato marcado por radioisétopos ou fluoréforos, os produtos da
degradacdo podem ser detectados por radiografias ou microscopia de fluorescéncia,
respectivamente. A natureza do substrato determina a protease a ser identificada (Yan e
Blomme, 2003; Frederiks e Mook, 2004; Snoek-van Beurden e Von den Hoff, 2005; Lombard
etal., 2005).

As seccOes com 5 um de espessura foram imersas em borohidreto de sddio (1 mg /
ml; Sigma) por 15 minutos (3x), lavadas em PBS e incubadas com um substrato gelatinoso
ligado ao isotiocianato de fluoresceina (DQ™ Gelatin, Molecular Probes, Eugene, EUA)
dissolvido em agarose (0,1 mg / ml; Sigma), por 3 horas, a 37°C, em uma camara escura
humidificada. Os nucleos celulares foram corados pela marcacdo do DNA por 4'-6-diamidino-
2-fenilindole (DAPI; 0,5 pg / ml) adicionado ao meio de incubagdo. Laminas-controle foram
pré-incubadas em 4cido etilenodiaminotetracético a 20 mM (EDTA, Sigma) por 1 hora e o
EDTA foi adicionado ao meio de incubacdo. A quantificacdo da atividade gelatinolitica nas
[daminas foi medida pela contagem do nimero de spots de fluorescéncia nas seccbes, em
areas representativas, no aumento de 40x, e expressas como o numero de spots de
fluorescéncia por mm?. Os grupos foram comparados por meio do teste ANOVA de uma via

seguido pelo pds-teste de Tukey (a = 0,05).
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RESULTADOS

O tratamento endodéntico em dentes com lesdo periapical utilizando o hidréxido de cdlcio
como curativo de demora permitiu o reparo apical e periapical, diferentemente do
tratamento endodéntico em sessdo unica

O tipo celular mais comumente encontrado nas lesdes periapicais em dentes com
lesao periapical experimentalmente induzida e ndao submetidos ao tratamento endoddntico
foram as células inflamatérias mononucleadas seguidas pelos fibroblastos e
polimorfonucleares neutréfilos. Nos dentes submetidos ao tratamento endoddéntico
utilizando o hidréxido de cdlcio como curativo de demora havia menor porcentagem de
células inflamatdrias (mononucleares + polimorfonucleares) do que nos dentes submetidos
ao tratamento endodoOntico em sessdao Unica (p < 0,05). Ainda, a porcentagem de
fibroblastos foi maior nos dentes submetidos ao tratamento endodontico utilizando o
hidroxido de cdlcio do que naqueles submetidos ao tratamento endodbntico em sessdo
Unica ou naqueles dentes com lesdo periapical ndo submetidos ao tratamento endodéntico
(p <0,05).

Os dentes com vitalidade pulpar submetidos ao tratamento endoddéntico
apresentaram alta porcentagem de fibroblastos e menor porcentagem de células
inflamatdrias. Dentes com vitalidade pulpar ndo submetidos ao tratamento endodéntico
apresentavam o ligamento periodontal apical integro, composto predominantemente por
fibroblastos com ocasional presenca de células inflamatérias mononucleadas. O grau de
atividade inflamatdria, obtido pela razdo entre a soma dos componentes do infiltrado
inflamatdério (mononucleares + polimorfonucleares) sobre a contagem do numero de
fibroblastos, foi maior nos dentes com lesdao periapical ndo submetidos ao tratamento
endodontico ou submetidos ao tratamento endoddntico em sessdo Unica do que naqueles
dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endoddéntico utilizando o hidréxido
de calcio como curativo de demora (p < 0,05). Os dentes com vitalidade pulpar, submetidos
ou ndo ao tratamento endoddntico apresentaram menor atividade inflamatéria (Tabela 2.2;

Figura 2.1).
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Tabela 2.2. Caracterizagdo dos tipos celulares presentes na regido periapical de dentes com lesdo

periapical submetidos ao tratamento endodéntico utilizando diferentes protocolos

clinicos, 180 dias apds a obturacdo dos canais radiculares. As células foram agrupadas

em células inflamatdrias mononucleadas, células inflamatérias polimorfonucleares e

células fibroblasticas. O indice da atividade inflamatdria foi calculado com base na razdo

entre a soma das células inflamatérias mononucleadas e polimorfonucleares sobre o

numero de células fibroblasticas

Grupos experimentais

Tipo celular Grupol  Grupo?2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
(n =24) (n=18) (n=21) (n=20) (n=24)
Polimorfonucleares 1,2+0,9 9,6+6,6 43+3,2 95+2,4 0,17 £0,7
Mononucleares 36,7+9,8 59,5+9,1 48,7+9,5 61,7+4,8 1394+7,6
Fibroblastos 62,1+9,6 309+44 469+11,2 287+3,8 8588+7,6
indice da atividade inflamatéria 0,68 2,31 1,23 2,53 0,17

A presenga de selamento bioldgico no apice radicular foi observada nos dentes com

lesdo periapical submetidos ao tratamento endodéntico utilizando o hidréxido de calcio

como curativo de demora e nos dentes com vitalidade pulpar submetidos ao tratamento

endododntico, diferentemente dos dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento

endodoOntico em sessdao Unica ou nos dentes com lesdo periapical ndo submetidos ao

tratamento endodontico (p < 0,05) (Tabela 2.3).

Tabela 2.3. Avaliacdo microscépica realizada 180 dias apds a obturacdo dos canais radiculares em

dentes de cdes portadores ou ndo de lesdo periapical e submetidos ao tratamento

endodoOntico em sessdo Unica ou apods utilizacdo do hidréxido de calcio como curativo de

demora. Foram avaliados aspectos relacionados a presenca de selamento biolégico no

apice radicular. Os valores encontram-se expressos em numero de raizes e porcentagem.

Grupos Experimentais

Selamento biol6gico apical Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
(n=24) (n=18) (n=21) (n =20)

1 Selamento completo 10 (41,6%) 1(5,5%) 15 (71,4%) 0

2 Selamento parcial 10 (41,8%) 2 (11,1%) 2 (9,5%) 0

3 Ausente 4 (16,6%) 15 (83,4%) 4 (19,1%)

20 (100%)
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Os resultados histopatoldgicos mais favordveis observados com o hidréxido de cdlcio estéio
relacionados a menor porcentagem de canais radiculares contaminados

Todos os dentes com lesdo periapical ndo submetidos ao tratamento endoddéntico
apresentaram microrganismos no sistema de canais radiculares e nas lacunas de reabsorgao
do cemento apical. Os dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endoddntico
utilizando o hidréxido de calcio como curativo de demora apresentaram menor frequéncia
de espécimes com bactérias, comparado aos dentes submetidos ao tratamento endodéntico
em sessdo Unica (42,85% versus 83,33%, respectivamente; p = 0,001). Por outro lado, os
dentes com vitalidade pulpar submetidos ao tratamento endoddntico apresentaram menor
frequéncia de espécimes com bactérias se comparados aos dentes com lesdo periapical
submetidos ao tratamento endodontico tanto em sessdo Unica ou utilizando o hidréxido de
calcio como curativo de demora (18,75% versus 83,33% ou 42,85%, respectivamente; p <
0,001).

Nos dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endodontico em sessdo
Unica, na maior parte dos espécimes as bactérias estavam presentes na luz do canal
principal, nos tubulos dentindrios e nas lacunas de reabsor¢cdo do cemento, diferentemente
dos espécimes submetidos ao tratamento endodoéntico utilizando o hidréxido de calcio como
curativo de demora, nos quais na maior parte dos espécimes nao foram detectadas bactérias
(p =0,014). Quando foram detectadas bactérias, estas se encontravam distribuidas na luz do
canal principal, nos tubulos dentindrios e nas lacunas de reabsor¢ao do cemento (Figuras 2.2

e 2.3).

Distribuigio das bactérias Figura 2.2. Distribuicdo das bactérias no sistema
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Figura 2.1. Fotomicrografias obtidas 180 dias apds o tratamento endodoéntico. (A, B, C) Grupo 1
(tratamento endodobntico em dentes com vitalidade pulpar) — presenca de tecido mineralizado
selando parcialmente a abertura foraminal. Maior aumento mostrando a integridade da area do
ligamento periodontal e tecido ésseo. (D, E, F) Grupo 2 (tratamento endoddntico em dentes com
lesdo periapical em sessdo Unica) — presenca de um infiltrado inflamatdrio intenso na regido
periapical com reabsorcdo de tecido ésseo e cemento, auséncia de selamento bioldgico. (G, H) Grupo
3 (tratamento endoddéntico em dentes com lesdo periapical utilizando o hidréxido de calcio como
curativo de demora) — presenca de tecido mineralizado selando completamente a abertura foraminal
e auséncia de reacdo inflamatdria periapical. Lateralmente a abertura apical pode ser observado
moderado infiltrado inflamatério. (I, J, K) Grupo 4 (lesdo periapical sem tratamento) - presenca de
reacdo inflamatéria periapical caracterizada por reabsor¢do dentdria e dssea. Presenca de pequenos
vasos neoformados e desorganizac¢do tecidual. (L, M, N) Grupo 5 (dentes com vitalidade pulpar ndo
submetidos ao tratamento endoddntico) — area periapical sadia caracterizada pela auséncia de
células inflamatdrias e presenca de ligamento periodontal em condi¢cbes de normalidade. Presenca

de fibroblastos, cementoblastos e fibras de Sharpey inseridas no cemento. Barra = 100 um.
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A desorganizagdo do meio extracelular estd associada a contaminag¢éo dos canais
radiculares e maior express@o de metaloproteinases da matriz na regido periapical

Dentes com lesdo periapical ndo submetidos ao tratamento endoddéntico
apresentaram severa desorganizagdo do tecido conjuntivo na regidao do ligamento
periodontal apical e auséncia de fibras de Sharpey inseridas no cemento radicular. Nos
dentes submetidos ao tratamento endoddntico, naqueles em que foi utilizado o hidréoxido de
calcio como curativo de demora, desorganizacdo tecidual leve a moderada poéde ser
observada, enquanto aqueles submetidos ao tratamento endodoéntico em sessdo Unica,
apresentaram destruicdo tecidual variando de moderada a severa (p = 0,003). Do mesmo
modo, maior frequéncia de espécimes com fibras de Sharpey reinseridas no cemento
radicular foram observadas nos dentes com lesao periapical submetidos ao tratamento
endododntico utilizando o hidréxido de cdlcio como curativo de demora em comparacao
aqueles submetidos ao tratamento em sessdo Unica (p = 0,037). O grau de desorganizacao
tecidual e insercdo de fibras no ter¢o apical nos dentes com lesdo periapical submetidos ao
tratamento endodontico utilizando o hidréxido de cdlcio como curativo de demora foi
semelhante aqueles dentes com vitalidade pulpar submetidos ao tratamento endodéntico (p
> 0,05). O grau de destruicdao tecidual em dentes com lesdo periapical submetidos ao
tratamento endodontico em sessdo Unica foi similar aquele observado nos dentes com lesdo
periapical ndo submetidos ao tratamento endodontico (p > 0,05) (Figuras 2.3 e 2.4). A

presenca de bactérias estava associada a severidade da destruicao tecidual (p < 0,0001).

Desorganizagio tecidual Figura 2.4. Desorganizagdo tecidual no tergo
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Figura 2.3. Fibras coldgenas foram coradas pelo Tricromico de Mallory para avaliar o grau de
desorganizacdo da matriz extracelular em dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento
endoddntico utilizando diferentes protocolos clinicos. A coloragdo pelo Método de Brown & Breen
Modificado indicou a presenca de bactérias. Grupo 1- tratamento endodbntico em dentes com
vitalidade pulpar (A, B, C), Grupo 2- tratamento endodontico em dentes com lesdo periapical em
sessdo Unica (D, E, F), Grupo 3- tratamento endoddéntico em dentes com lesdo periapical utilizando o
hidréxido de calcio como curativo de demora (G, H, 1), Grupo 4- lesdo periapical sem tratamento (J, K,
L) e Grupo 5- dentes com vitalidade pulpar ndo submetidos ao tratamento endoddntico (M, N, O).

Barra =500 um (A, D, G, J, M), 100 um (B, C, E, F, H, I, K, L, N, O).
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Uma vez que a severidade da desorganizacdo tecidual em dentes com lesdo
periapical estava associada a presenca de bactérias, os tecidos foram imunomarcados para
avaliar a expressao de metaloproteinases da matriz nas diferentes condi¢cdes experimentais,
pois estas enzimas sdao estimuladas em processos inflamatérios periapicais (Teronen et al.,
1995a, 1995b; Lin et al., 1997; Shin et al., 2002; Wahlgren et al., 2001, 2002, 2003; Leonardi
et al., 2005; Belmar et al., 2008; Carneiro et al., 2009).

Alta porcentagem de células positivamente coradas para MMP-1, MMP-2, MMP-8 e
MMP-9 foram observadas em lesdes periapical sem tratamento. Para o anticorpo anti-MMP-
13 ndo foi possivel obter marcacdes positivas nos tecidos periapicais obtidos de cdes e,
portanto, a avaliacdo desta metaloproteinase da matriz ndo foi realizada. Em dentes
submetidos ao tratamento endoddntico utilizando o hidréxido de calcio como curativo de
demora foi observada menor porcentagem de células coradas, em comparacdo com os
dentes submetidos ao tratamento endoddntico em sessdo Unica (p < 0,03). O tratamento de
canais radiculares em dentes com vitalidade pulpar estimulou a expressio de
metaloproteinases da matriz, similar a expressao basal observada no ligamento periodontal
em dentes sem lesdo periapical ndo submetidos ao tratamento endodéntico (p > 0,05),
embora as metaloproteinases fossem produzidas por tipos celulares distintos (Figuras 2.5 e
2.6).

MMP-1, MMP-2, MMP-8 e MMP-9 foram preferencialmente expressas por células
inflamatdérias mononucleadas e fibroblastos, com baixa deteccdo em neutrdfilos
polimorfonucleares. Mais de 50% dos fibroblastos expressavam MMP-1, MMP-2 e MMP-8
em dentes com vitalidade pulpar ndo submetidos ao tratamento endodéntico, enquanto
MMP-9 foi fracamente marcada no ligamento periodontal de dentes sadios.

Nos dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endodéntico em sessdo
Unica, as células inflamatdrias mononucleadas foram as principais responsaveis pela
expressao de metaloproteinases da matriz. Em dentes com lesdao periapical nos quais o
tratamento endodontico foi realizado utilizando o curativo de demora a base de hidréxido
de calcio, a expressao de MMP-2, MMP-8 e MMP-9 foi similar em células inflamatdrias
mononucleadas ou fibroblastos e em menor propor¢do do que nos dentes submetidos ao
tratamento endoddntico em sessdo Unica (p < 0,01). MMP-1 foi similarmente expressa nos
dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endoddntico, embora em menor
porcentagem de células do que nos dentes com lesdo periapical ndo submetidos ao

tratamento endodontico (Figura 2.6).
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Figura 2.5. Imunoistoquimica para MMP-1, MMP-2, MMP-8 e MMP-9 foi realizada para avaliar o
perfil de metaloproteinases da matriz expressas em dentes com lesdo periapical submetidos ou ndo a
diferentes protocolos clinicos para tratamento endodontico. Grupo 1- tratamento endodéntico em
dentes com vitalidade pulpar (A-D), Grupo 2- tratamento endodOntico em dentes com lesdo
periapical em sessdo Unica (E-H), Grupo 3- tratamento endodontico em dentes com lesdo periapical
utilizando o hidréxido de célcio como curativo de demora (I-L), Grupo 4- dentes com lesdo periapical

sem tratamento (M-P) e Grupo 5- dentes com vitalidade pulpar sem tratamento (Q-T). Barra= 15 um.
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Figura 2.6. Metaloproteinases da matriz sdo diferentemente expressas por componentes celulares
distintos nas lesdes periapicais. A quantificacdo das células positivas foi realizada agrupando os
componentes celulares em polimorfonucleares neutréfilos, células inflamatérias mononucleadas ou
fibrobldsticas. A porcentagem de células expressando MMP-1, MMP-2, MMP-8 e MMP-9 foi
estimada em relacdo a quantidade total de células, por campo de visdo, em trés dreas
representativas. Grupo 1- tratamento endodbéntico em dentes com vitalidade pulpar, Grupo 2-
tratamento endodbntico em dentes com lesdo periapical em sessdo Unica, Grupo 3- tratamento
endodontico em dentes com lesdo periapical utilizando o hidréxido de calcio como curativo de
demora, Grupo 4- dentes com lesdo periapical sem tratamento e Grupo 5- dentes com vitalidade

pulpar sem tratamento.

Os granulomas periapicais obtidos de humanos apresentam maior porcentagem de
polimorfonucleares neutrdfilos do que os cistos

Com o objetivo de conhecer as caracteristicas da lesdo periapical em humanos, os
componentes do infiltrado inflamatdrio foram avaliados por meio de microscopia de luz
convencional. As células mais prevalentes encontradas em ambos, cistos e granulomas,
foram os linfécitos, macréfagos e plasmdcitos (infiltrado inflamatério de células
mononucleadas; 59,87% + 19,8 versus 43,1% + 3,8, respectivamente; p > 0,05). Quantidades

semelhantes de células semelhantes a fibroblastos foram observadas nos dois tipos de lesao
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periapical (24,1% + 8,4 em cistos versus 24,6% = 4,0 em granulomas). Com relagao aos
polimorfonucleares neutrofilos, estes foram mais prevalentes nos granulomas periapicais
comparado ao cistos (32,1 + 5,8% versus 15,9% + 7,5 respectivamente; p = 0,0072). O grau
de atividade inflamatéria, medido pela razao entre os componentes inflamatdrios celulares e
o componente fibroblastico, foi similar em cistos e granulomas (3,2 e 3,3 respectivamente),
embora a composicdo do infiltrado inflamatdrio tenha sido diferente, com maior prevaléncia
de polimorfonucleares neutréfilos em granulomas. Os cistos periapicais apresentavam um
epitélio estratificado escamoso préoximo ao lumen da lesdo e células semelhantes a
fibroblastos foram observadas no estroma e ao redor das lesGes. Nos granulomas
periapicais, fibroblastos estavam distribuidos por toda lesdo, entretanto nenhuma camada

de células epiteliais estava evidente.

A expressdo de genes que codificam os componentes da matriz extracelular em
granulomas e cistos periapicais é diferente da expresséGo génica no ligamento periodontal
sadio

Dos 113 genes avaliados pelo microarray de DNA, 11 genes em granulomas
periapicais e 17 genes em cistos foram mais expressos do que no ligamento periodontal
sadio (Figura 2.7). Dentre os genes mais expressos nas lesGes periapicais, ADAM
metalopeptidase-1 (ADAMTS1), integrina-f4 (ITGB4), integrina-f7 (ITGB7), laminina-al
(LAMA1), MMP-2 e o inibidor tecidual de metaloproteinases-1 (TIMP1) foram
semelhantemente expressos em cistos e granulomas.

Os genes para a proteina da matriz extracelular-1 (ECM1), integrina-a2B (ITGA2B),
MMP-10, MMP-7, integrina-aM (ITGAM) e laminina-B2 (LAMB2) foram mais
frequentemente observados em cistos, seguido por uma menor expressao em granulomas, e
pouco expressos no ligamento periodontal sadio. A expressdao do gene que codifica a
osteonectina (SPARC) foi similar em todos os tecidos.

Os transcritos para integrina-a3, integrina-a5 e integrina-B1 em cistos e o fator de
crescimento transformador-B em granulomas estavam significativamente mais elevados nas
lesdes periapicais do que no ligamento periodontal sadio. MMP-24 foi detectada em
granulomas e cistos, mas ndo no ligamento periodontal sadio e as metalopeptidase ADAM-
13 e fosfoproteina secretada-1 foram encontradas exclusivamente em cistos, mas ndo no

ligamento periodontal sadio ou nos granulomas periapicais. Catenina-al, TIMP-3 e seletina-L
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foram expressas exclusivamente no ligamento periodontal sadio, porém ndo foram

detectados nas lesGes periapicais, indicando supressdo destes genes pelas condicGes

inflamatorias (Tabela 2.4).
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Tabela 2.4. Expressdao de RNAm para componentes do meio extracelular em cistos, granulomas e no

ligamento periodontal sadio. Expressao de transcritos normalizada pelo gene B-actina

Transcritos Ligamento periodontal Granuloma Cisto
ADAM metalopeptidase 13 - - 1,22 £ 0,06
Colageno tipo XVIIl al 0,67 £0,24 - 1,14 + 0,01
Catenina-al 0,39+0,11 - -
Integrina-a3 0,46 £ 0,08 - 1,67 +£0,01*
Integrina-a5 0,79 £ 0,02 - 1,25+0,01*
Integrina-p1 0,75+0,1 - 2,06 £0,01%*
Laminina-a5 0,74+0,1 - 1,03 £0,01
Metaloproteinase da matriz-24 - 1,05 +0,32 1,34 + 0,59
Fosfoproteina secretada-1 - - 1,38 £ 0,01
Fator de crescimento transformador-3 0,46 + 0,04 1,01+0,1* -
Inibidor tecidual de metaloproteinases-3 0,64 £0,21 - -
L-seletina 0,32+0,12 - -

* p < 0,05 comparado ao ligamento periodontal sadio
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Granulomas periapicais apresentam maior atividade gelatinolitica do que os cistos
periapicais e as metaloproteinases da matriz-9 e -13 sdo diferencialmente expressas nas
duas condigcoes

Como alta expressao de RNAm para MMP-2 foi detectada em cistos e granulomas em
compara¢do ao ligamento periodontal sadio, a atividade enzimatica nos tecidos foi
investigada por meio de zimografia in situ.

A atividade enzimatica nas laminas foi detectada por meio da liberacdo de um
peptideo fluorescente conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) apds degradagao do
substrato e foi evidenciada em cistos e granulomas periapicais. Maior atividade gelatinolitica
na regido de células inflamatédrias foi detectada em granulomas (Figuras 2.8A e 2.8B)
comparado aos cistos (Figuras 2.8C e 2.8D). Baixa atividade enzimatica foi detectada no
ligamento periodontal sadio (Figura 2.8G).

A morfologia do nucleo celular, marcado por DAPI, indicou que a atividade
gelatinolitica estava predominantemente localizada na regido contendo um infiltrado
inflamatdrio neutrofilico (Figura 2.8B). Esparsa atividade enzimatica foi detectada préximo
ao infiltrado de células mononucleadas e aos fibroblastos, e estava ausente na regido do
epitélio dos cistos. Laminas incubadas com EDTA confirmaram que as proteases
responsaveis pela atividade gelatinolitica eram metaloproteinases da matriz (Figura 2.8E) e a
auséncia de autofluorescéncia foi confirmada apds incubar as laminas com agarose sem
gelatina (Figura 2.8F).

Para identificar as metaloproteinases da matriz responsaveis pela atividade
gelatinolitica nos tecidos periapicais de humanos, detectada pela zimografia in situ, foi
realizada imunoistoquimica para MMP-2, MMP-9 e MMP-13, uma vez que essas
metaloproteinases utilizam preferencialmente gelatina como substrato (Sternlicht e Werb,
2001; Leeman et al., 2002).

Marcacao positiva para MMP-2 foi observada no citoplasma celular em maior
numero de fibroblastos e células inflamatdrias mononucleadas, em comparacdo aos
neutrdéfilos polimorfonucleares (p < 0,01), em ambos cistos e granulomas (p > 0,05) (Figuras
2.8H, 2.8l, 2.9A, 2.9D). Por outro lado, MMP-9 e MMP-13 foram expressas por um maior

numero de células em granulomas comparado aos cistos (p < 0,01) (Figuras 2.8J, 2.8K, 2.8L,
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2.8M, 2.9B, 2.9C).

MMP-9 foi expressa mais intensamente por células inflamatdrias em comparacao as
células fibroblasticas, em cistos e granulomas. Dentre as células inflamatdrias, os
polimorfonucleares neutréfilos estavam predominantemente corados em granulomas
(Figura 2.8J), enquanto as células inflamatérias mononucleadas estavam coradas em maior
porcentagem nos cistos periapicais (Figura 2.8K). Dentre os polimorfonucleares presentes no
granuloma periapical, 95,6% deles eram positivos para a MMP-9, diferentemente dos cistos,
que apresentaram poucos polimorfonucleares MMP-9 positivos (Figura 2.9E). A expressao
de MMP-9 nos granulomas (Figuras 2.8R e 2.8U) foi observada em areas com intensa
atividade gelatinolitica (Figuras 2.8P, 2.8Q, 2.8S, 2.8T).

MMP-13 foi observada com maior frequéncia em células inflamatdrias
mononucleadas em cistos e granulomas, e em menor extensdao em fibroblastos (Figuras 2.8L,
2.8M). Pequena porcentagem de polimorfonucleares neutréfilos estavam corados em cistos
e granulomas, com marcacgao significantemente menor em cistos (p < 0,01) (Figuras 2.9C e
2.9F).

Nos cistos periapicais, as células epiteliais estavam positivamente coradas para MMP-
2, MMP-9 e MMP-13, porém nao foi evidenciada atividade enzimatica, indicando que estas
metaloproteinases da matriz estavam inativas. Controles utilizando IgG de camundongos ou

coelhos indicaram auséncia de marcagao ndo-especifica (Figuras 2.8N e 2.80).
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Figura 2.8. Expressdo e atividade das metaloproteinases da matriz sdo disitintas em cistos e
granulomas periapicais. Areas de atividade gelatinolitica foram detectadas pela zimografia in situ e
aparecem como pontos de fluorescéncia verdes (A, C, E, F); os componentes celulares na drea foram
visualizados por meio de marcac¢do nuclear por DAPI (B, D). Ldminas-controle incubadas com EDTA
foram usadas para confirmar a atividade gelatinolitica devido a presenca de metaloproteinases da
matriz (E). O grau de autofluorescéncia nos tecidos foi avaliado incubando as laminas com agarose
sem gelatina (F). Os graficos representam o nimero de pontos de fluorescéncia por mm?* em cistos,
granulomas e no ligamento periodontal sadio (LPD); * p < 0,05 comparado ao ligamento periodontal
sadio, ¥ p < 0,05 comparado aos cistos periapicais (n = 25) (G). Imunoistoquimica para MMP-2, MMP-
9 e MMP-13 foi realizada para confirmar o perfil de metaloproteinases da matriz em cistos e
granulomas periapicais. MMP-2 foi corada similarmente em granulomas (H) e cistos (I) enquanto
MMP-9 foi expressa por maior quantidade de polimorfonucleares neutrdfilos (setas) em granulomas
(J), mas ndo em cistos periapicais (K). Uma grande quantidade de células foram positivas para MMP-
13 em granulomas (L), diferentemente dos cistos, que apresentaram menor coloracdo em células
inflamatdrias mononucleadas (M). Laminas-controle foram utilizadas, nas quais o anticorpo primario
foi omitido e as laminas foram incubadas com IgG de coelhos (N) ou camundongos (O) e revelaram
pouca coloragdo n3o-especifica; Barra = 10 pm. Areas indicando atividade enzimatica de
metaloproteinases da matriz (P, S) em polimorfonucleares neutréfilos (Q, T) em granulomas
periapicais estavam co-localizadas a expressdo de MMP-9 detectada por imunoistoquimica (R, U).

Barra =30 pum.
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Figura 2.9. Metaloproteinases da matriz sdo diferencialmente expressas pelos componentes
celulares nas lesdes periapicais. A quantificacdo da porcentagem de células positivamente coradas foi
realizada agrupando as células em polimorfonucleares neutréfilos, células inflamatdrias
mononucleadas e células fibroblasticas. A porcentagem de células expressando MMP-2, MMP-9 e
MMP-13 foi calculada em relacdo a quantidade total de células, por campo de visdo, em trés dreas
representativas (A, B, C). Para estimar a quantidade de células positivas no mesmo grupo de células,
a porcentagem de polimorfonucleares neutrdfilos, células inflamatérias mononucleadas e

fibroblastos que expressavam MMP-2 (D), MMP-9 (E) e MMP-13 (F) foi calculada.

DiscussAo
Durante o desenvolvimento da lesdo periapical os diversos componentes da matriz
extracelular sdo progressivamente degradados, principalmente devido a contaminagdo

microbiana do sistema de canais radiculares (Eberhard e Plagmann, 1999). Dentre estes
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componentes estdo o colageno, a fibronectina, a laminina e as proteoglicanas de baixo peso
molecular (Delzangles et al., 1997). A marcante desorganizacao das fibras coldgenas na lesao
periapical pode ser potencialmente causada por metaloproteinases da matriz, enzimas
importantes tanto para a remodelagdo como para a destruicao tecidual. Neste estudo foi
demonstrado que a presenga de microrganismos no sistema de canais radiculares estava
associada a presenca de severa desorganizacdo tecidual e a maior expressio de
metaloproteinases da matriz na regido periapical.

A auséncia de desorganizagao tecidual ou a presenca de desorganizacdo leve podem
ser considerados sucesso do tratamento endodontico, levando-se em consideracdo a
duracdo do periodo de acompanhamento. Esses desfechos foram encontrados nos dentes
com vitalidade pulpar submetidos ao tratamento endodoéntico ou nos dentes com lesdo
periapical submetidos ao tratamento endoddntico utilizando o hidréxido de célcio como
curativo de demora. Nos dentes com lesdao periapical submetidos ao tratamento
endodontico utilizando o hidroxido de cdlcio como curativo de demora foi evidenciada
menor porcentagem de raizes contaminadas pds-tratamento endoddntico, possivelmente
devido a atividade antimicrobiana atribuida ao hidréxido de calcio (Leonardo et al., 1994;
Silva et al., 2002; Leonardo et al., 2006). Os ions hidroxila atuam direta e irreversivelmente
em moléculas essenciais para o metabolismo e reprodu¢do microbianos, dentre elas as
enzimas, acidos nucléicos, fosfolipideos de membrana e acidos graxos insaturados. Ainda, a
presenca fisica do curativo de demora no canal radicular impede o influxo de nutrientes e a
recolonizacdo bacteriana (Siqueira-Junior e Lopes, 1999).

Por outro lado, nos dentes com lesdao periapical submetidos ao tratamento
endoddntico em sessdo Unica, havia persisténcia de bactérias pds-obturacdo dos canais
radiculares e desorganiza¢ao do tecido conjuntivo, indicando um reduzido reparo periapical.
A alta atividade inflamatdria observada na regido periapical nos dentes submetidos ao
tratamento endodOntico em sessdo Unica associado a persisténcia de bactérias no sistema
de canais radiculares levaram ao atraso na dinamica do reparo apical e periapical
concomitantemente a alta expressdo de metaloproteinases da matriz. A persisténcia de
microrganismos no sistema de canais radiculares é considerada um dos responsaveis pela
manutencdo de um infiltrado inflamatdrio cronico periapical pds-tratamento de canais
radiculares (Leonardo et al., 1994; Siqueira-Junior, 2001; Fabricius et al., 2006).

As metaloproteinases da matriz participam dos estagios iniciais da destruicdo do
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tecido pulpar em eventos inflamatdrios nao-controlados, como no caso de uma pulpite
irreversivel (Shin et al., 2002; Wahlgren et al., 2002; Gusman et al., 2002; Tsai et al., 2005).
Com a progressdo da necrose tecidual para a regido apical, concomitantemente a
contaminacao dos canais radiculares, existe um recrutamento de células inflamatdrias para
os tecidos periapicais e reabsorcdo do tecido dsseo na regido. As metaloproteinases da
matriz foram imunomarcadas em tecidos periapicais de humanos previamente e foi
proposto que as MMP-1, -8, -9 e -13 estdo envolvidas na expansdo das lesGes periapicais
(Teronen et al., 1995a, 1995b; Leonardi et al., 2005; Carneiro et al., 2009). Neste estudo, nos
dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endoddntico utilizando o hidréxido
de calcio como curativo de demora, foi observado um menor indice de atividade
inflamatdéria acompanhando por um aumento do numero de fibroblastos na regido
periapical. Nas células presentes na regido periapical havia menor expressao de MMP-2, -8 e
-9 do que nos dentes com lesdao periapical sem tratamento ou naqueles submetidos ao
tratamento endodéntico em sessdo Unica. Estes resultados demonstram que a utilizacdo de
um curativo de demora a base de hidroxido de cdlcio auxilia no processo de reparo
periapical que esta relacionado a uma menor expressdao de metaloproteinases da matriz na
area.

Embora ainda ndo existam estudos in vivo demonstrando o papel do hidréxido de
calcio na regulacdo de metaloproteinases da matriz, in vitro, células da linhagem
osteoblastica MG63 estimuladas com lipopolissacarideo (LPS) extraido de Prevotella
nigrescens expressaram grande quantidade de RNAm para MMP-1. Quando o LPS foi
misturado ao hidréxido de célcio, houve menor expressao de RNAm para MMP-1 com maior
expressao do inibidor tecidual de metaloproteinases da matriz-1 (TIMP-1) (Yang et al., 2006).
Entretanto esses efeitos ndo podem ser diretamente atribuidos ao hidréxido de calcio, uma
vez que é amplamente conhecido que o hidréxido de calcio é capaz de hidrolisar o LPS
bacteriano in vitro (Safavi e Nichols, 1993) e, portanto, inibir seus efeitos téxicos in vivo
(Nelson-Filho et al., 2002; Silva et al., 2002, 2008). Dessa maneira, a menor expressao de
RNAmM para MMP-1 poderia ser um efeito indireto do pré-tratamento do LPS com hidréxido
de célcio e, portanto, de sua inativagao.

Com objetivo de investigar se as metaloproteinases da matriz estdo envolvidas na
lesdo periapical de humanos e extender a avaliagdo da importancia dessas proteases na

patogénese da lesdo periapical, cistos e granulomas periapicais de humanos foram utilizados
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para avaliar a expressdo e atividade de metaloproteinases da matriz por meio de
microarrays de DNA, zimografia in situ e imunoistoquimica.

O diagnéstico diferencial de cistos e granulomas periapicais por meio de radiografias
periapicais convencionais é problemadtico (Ricucci et al.,, 2006). Embora alguns estudos
tenham proposto que a tomografia computadorizada e o ultrassom com Doppler possam ser
utilizados com a finalidade de diferenciar cistos e granulomas (Cotti et al., 2003; Simon et al.,
2006; Aggarwal et al., 2008), a avaliacdo histolégica ainda é considerada o padrao-ouro para
confirmar o diagndstico (Kabak et al, 2005; Lin et al., 1997, 2007, 2009; Schulz et al., 2009).
Porém a avaliacdo microscépica é realizada somente apds a remocado da lesdo periapical, o
gue é uma limitacdo, uma vez que, na maioria dos casos, o tratamento endoddntico é
conservador e as cirurgias periapicais sao realizadas somente em casos refratarios ao
tratamento convencional. A inabilidade para identificar o status da lesdao periapical torna o
progndstico imprevisivel, uma vez que cistos geralmente ndo reparam apds tratamento
endoddntico convencional e requerem procedimentos cirdrgicos adicionais (Nair et al., 1993,
1996; Nair, 1998; Garcia et al., 2007). Dessa maneira, a identificacdo de componentes
moleculares da matriz extracelular pode ser a base para a determinacdo de biomarcadores
do status da lesdo periapical e futuramente possibilitar o diagnéstico de cistos e granulomas
previamente a realizacao do tratamento endodontico. Possiveis candidatos a biomarcadores
incluem as metaloproteinases da matriz, proteases responsaveis pela degradacdo do meio
extracelular.

Por meio de zimografia in situ, foi demonstrada a presenca e alta densidade de
metaloproteinases da matriz ativas, principalmente na darea com maior concentracdo de
células inflamatdrias nos granulomas periapicais. Embora a expressdao de metaloproteinases
da matriz tenha sido demonstrada em lesdes periapicais de humanos previamente (Teronen
et al., 1995a, 1995pb; Lin et al., 1997; Shin et al., 2002; Wahlgren et al., 2002; Leonardi et al.,
2005; Carneiro et al., 2009), este é o primeiro estudo a identificar e localizar areas de
atividade enzimatica nos tecidos.

Padrdes distintos de imunomarcagao foram observados em cistos e granulomas. A
camada de células epiteliais nos cistos estava positivamente corada para MMP-2, -9 e -13,
embora tenha exibido baixa atividade enzimatica que pode ser devido a reduzida matriz
extracelular nos tecidos epiteliais (Fu et al., 2001). Por outro lado, no tecido conjuntivo de

ambas as lesdes, onde as células inflamatérias estdo localizadas, foi detectada atividade
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enzimatica de metaloproteinases da matriz. No estroma da lesdo, a expressao de MMP-2 era
difusa pela matriz extracelular e as células exibiram fraca marcagao citoplasmatica. MMP-9 e
-13 estavam localizadas e mais evidentes na zona de células inflamatérias, com forte
marcagao intracelular. De modo singular, os granulomas periapicais apresentaram alta
expressao de MMP-13 e um padrdo de expressdao de MMP-9 nas células polimorfonucleares,
diferentemente dos cistos.

A simultanea e mais evidente expressdao de MMP-9 e -13 em granulomas sugere um
mecanismo de regulacdo coordenado destas proteases na dinamica da lesdo periapical. A
interacao entre MMP-9 e -13 se deve ao fato de que a MMP-13 é capaz de ativar a MMP-9
(Leeman et al., 2002), o que poderia explicar a atividade enzimatica mais intensa observada
em granulomas periapicais.

O papel dos neutréfilos polimorfonucleares na progressdo da lesdo periapical é
conhecido (Yamasaki et al., 1994). A expressdo distinta de MMP-9 em polimorfonucleares
nos granulomas, comparado aos cistos, representa um achado interessante, uma vez que as
células polimorfonucleares apresentam um mecanismo distinto de regulacdo de
metaloproteinases da matriz. A sintese de MMP-9 estd completa quanto os
polimorfonucleares fazem a diapedese e a regulacdo dessa enzima é mediada pela liberacao
de granulos citoplasmaticos e ndo por eventos transcripcionais (Chakraborti et al., 2003).
Dessa maneira ndo é surpreeendente que os dados obtidos na andlise de microarray nao
revelaram diferente expressao de RNAm para MMP-9. Além disso, em geral, a atividade das
metaloproteinases da matriz é regulada por mecanismos pds-transcricao via clivagem do
pro-peptideo ou por inibidores teciduais de metaloproteinases da matriz e, dessa maneira, a
atividade de qualquer metaloproteinase da matriz ndo necessariamente é o reflexo da
expressao génica. Entretanto, o mecanismo envolvido no recrutamento de uma maior
porcentagem de polimorfonucleares positivamente marcados para MMP-9 e a alta atividade
enzimdtica observada nos granulomas em comparagdao aos cistos ainda precisa ser
investigado.

Durante a formacdo da lesdo periapical experimental em ratos existe alta expressao
de MMP-2 e -9 até por volta de 21 dias pds-contaminac¢do dos canais radiculares, periodo
este caracterizado por uma alta densidade de polimorfonucleares neutrdfilos nos tecidos.
Com o passar do tempo e cronicidade do processo, por volta de 30 dias, ha maior

prevaléncia de células mononucleadas e proliferacdo de células epiteliais na lesdo periapical,
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com menor expressao de metaloproteinases da matriz (Corotti et al., 2009), sugerindo um
possivel mecanismo para as metaloproteinases da matriz na transformacdao de granuloma
para cisto periapical. Em estdgios avancados da progressdao da lesdo periapical, padrao
similar de redugao tempo-dependente da expressao de MMP-12 foi observado (Morimoto et
al., 2008).

Estudos prévios demonstraram que a expressao de MMP-1 em cistos periapicais de
humanos esta restrita ao tecido epitelial circundando a lesdo, macrdéfagos subepiteliais,
fibroblastos e células endoteliais (Lin et al., 1997), enquanto durante o desenvolvimento da
lesdo periapical de ratos, observou-se a expressao de MMP-1 em regides do tecido dsseo
gue estdo em processo de reabsorcdo ativa (Lin et al., 2003; Hong et al., 2004). Por outro
lado, neste estudo foi observado que a expressao de MMP-9 e -13 foi mais intensa na zona
de células inflamatdrias na lesdo, indicando que diferentes metaloproteinases da matriz sao
produzidas e secretadas em sitios distintos, por células que compde a lesdo periapical. Estes
resultados sugerem que cada metaloproteinase da matriz desempenha um papel especifico
na patogénese da lesdo periapical. Publicagcdes recentes especularam acerca de fungdes
divergentes para as metaloproteinases da matriz durante o desenvolvimento e progressao
das lesdes periapicais, estimulando a expansdo da lesdo intra-dssea (Metzger et al., 2008) ou
inibindo sua progressdo (Tjaderhane et al., 2007). Estes dados e os resultados do presente
trabalho mostram que é importante caracterizar o perfil de metaloproteinases da matriz no
desenvolvimento da lesdo periapical previamente a utilizagdo terapéutica de pan-inibidores,
gue inibem inespecificamente metaloproteinases com func¢des distintas (Verma e Hansch,
2007).

Por meio de microarrays de cDNA especifico para detectar RNAm para moléculas
componentes da matriz extracelular, foi demonstrado que algumas metaloproteinases da
matriz sdo mais expressas em cistos e granulomas periapicais de humanos do que no
ligamento periodontal sadio. Além disso, maior atividade gelatinolitica foi detectada em
granulomas periapicais, especificamente na drea com maior concentracdo de células
inflamatdrias e, por meio de imunomarcacao, foi confirmada a presenca de MMP-9 e -13 no
processo. Recentemente foi demonstrado que pacientes com lesdo periapical visivel
radiograficamente apresentaram expressio de MMP-2 e MMP-9 mais alta do que
individuos-controle sadios (Belmar et al., 2008), por meio de analise do fluido crevicular,

porém a identidade da lesdo ndo foi caracterizada microscopicamente. Uma vez que no
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presente estudo foi demonstrada expressdo diferencial de MMP-9 e -13 em cistos e
granulomas periapicais, estas moléculas poderiam ser investigadas como potenciais
marcadores moleculares do status da lesdo periapical e exploradas mais profundamente in
vivo por meio de anadlise do fluido crevicular com o objetivo de tentar diferenciar
clinicamente cistos e granulomas periapicais.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo podemos concluir que:

v" A contaminagdo dos canais radiculares levou a formac3o de lesdo periapical, na qual
sdo expressas as metaloproteinases da matriz-1, -2, -8 e -9.

v A expressio de metaloproteinases da matriz foi modulada pelo tratamento
endodontico quando se utilizou o hidréxido de calcio como curativo de demora entre
sessdes enquanto o tratamento endoddntico em sessdo Unica permitiu a persisténcia
da lesao periapical e alta expressao de metaloproteinases da matriz, similarmente ao
dentes com lesdo periapical ndo submetidos ao tratamento endodontico.

v' A persisténcia de bactérias no sistema de canais radiculares e nas lacunas de
reabsorcdo do cemento estava associada a maior desorganizacdao das fibras
colagenas e maior expressao de metaloproteinases da matriz.

v' As metaloproteinases da matriz sdo expressas em cistos e granulomas periapicais de
humanos, com um padrdao distinto de atividade enzimatica em granulomas que

poderia ser considerado um marcador do status da lesao periapical.
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CAPiTULO 3. O HIDROXIDO DE CALCIO INDUZ A DIFERENCIACAO DE CELULAS DO LIGAMENTO PERIODONTAL EM
CEMENTOBLASTOS E PROMOVE MINERALIZAGAO VIA EXPRESSAO DA PROTEINA DO CEMENTO-1

(CEMP-1) E DE PROTEINAS QUINASES REGULADAS POR SINAL EXTRACELULAR (ERK-1 / ERK-2)

O periodonto de sustentacdo compreende os tecidos que sustentam o elemento
dental e é composto pelo cemento radicular, pelo ligamento periodontal e pelo osso alveolar
propriamente dito (Nanci e Bosshardt, 2006). Acredita-se que as células que produzem os
tecidos mineralizados do periodonto sejam origindrias do ligamento periodontal em um
sistema de pronta-entrega, uma vez que as células mesenquimais progenitoras no ligamento
periodontal sdo capazes de se diferenciar em células com um fenédtipo cementobldstico ou
osteoblastico (Liu et al., 1997; Gzesik et al., 2002; Bosshardt, 2005; Xu et al., 2009). A
presenca de células mesenquimais progenitoras no ligamento periodontal foi demonstrada
previamente, por meio da deteccdo dos receptores de superficie STRO-1, CD-146 e CD-44
(Seo et al., 2004; Chen et al., 2006; Nagatomo et al., 2006; Gay et al., 2007; Jo et al., 2007;
Fujii et al., 2008; Lin et al., 2008; Xu et al., 2009). Dentre os marcadores presentes em células
mesenquimais, as células STRO-1 positivas, encontradas no foliculo do germe dentario de
camundongos, estdo envolvidos na formacao do periodonto de sustentagao (Kémoun et al.,
2007a, 2007b).

A polpa dental é um tecido conjuntivo frouxo localizado no interior dos canais
radiculares do elemento dental. Esse tecido apresenta capacidade de defesa frente aos
estimulos proé-inflamatérios advindos das lesGes de cdrie, caracterizada pela deposicao de
um tecido mineralizado com o objetivo de isolar o agente agressor (Smith et al., 1995; Smith,
2003; Lee et al., 2006; Sloan and Smith, 2007; Paula-Silva et al., 2009). Quando essa defesa é
vencida, a polpa dental se torna contaminada por microrganismos, o tecido pulpar é
destruido e ocorre o aparecimento da lesdo periapical. A lesdo periapical ndo-controlada
leva a destruicdo dos tecidos de suporte periapicais, iniciando pela dissociacao das fibras do
ligamento periodontal, com posterior reabsor¢ao dos tecidos cementdrio e 0Osseo e
culminando com a perda do elemento dental (Martéon e Kiss, 2000). O tratamento
endodontico em dentes com lesdo periapical, por meio de técnicas adequadas, permite o
restabelecimento da condicdo de normalidade nos tecidos apicais e periapicais, pela
deposicdo de tecido ésseo e cementdide. Estes resultados podem ser obtidos utilizando

terapias endodOnticas que promovem a reparacdo / regeneragao tecidual, pela estimulacdo
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da diferenciacdo de células mesenquimais progenitoras do ligamento periodontal em
cementoblastos ou osteoblastos. Embora a diferenciacdo osteoblastica seja bastante
estudada, os mecanismos envolvidos na diferenciacdo de cementoblastos sdo ainda pouco
conhecidos (Saygin et al., 2000; Grzesik e Narayanan, 2002; Bosshardt, 2005).

A escassez de estudos sobre a diferenciacdo de cementoblastos estd relacionada, em
parte, a dificuldade em identificar cementoblastos diferenciados, pois as moléculas
expressas por estas células sdo pleiotrdpicas e poucos marcadores especificos da linhagem
cementobldstica sdo conhecidos (Saygin et al., 2000; Grzesik e Narayanan, 2002; Foster e
Sommerman, 2005; Gongalves et al., 2005; Alvarez-Pérez et al., 2006). A proteina do
cemento-1 (CEMP-1) é uma molécula expressa por células do ligamento periodontal e em
altas concentracdes em cementoblastos in vitro e in vivo, podendo, portanto, ser
considerada um potencial regulador do metabolismo do cemento (Arzate et al., 2002;
Alvarez-Pérez et al., 2006; Kitagawa et al., 2006; Kémoun et al., 2007a). A proteina de
ligagdo ao cemento (cementum attachment protein, CAP) também tem sido utilizada como
um marcador da diferenciacdo cementobldastica (Arzate et al., 1992, Saito et al., 2001),
embora existam indicios de que a proteina de ligacdo ao cemento seja um precursor da
proteina do cemento-1, uma vez que ambas sdo reconhecidas pelo mesmo anticorpo.
Portanto, acredita-se que a diferenga entre os pesos moleculares nestas duas espécies sejam
devido a modificacdes pds-transducido (Arzate et al., 2002; Alvarez-Pérez et al., 2006).

O hidréxido de cdlcio tem sido bastante utilizado na Endodontia, especificamente nas
protecdes pulpares e pulpotomia, como curativo de demora entre sessGes e na composicao
de cimentos obturadores (Stanley e Pameijer, 1997; JOE Editorial Board, 2008; Leonardo,
2008). Os efeitos bioldgicos do hidréxido de cdlcio sdo atribuidos a sua dissociacdo em ions
hidroxila (OH’) e ions célcio (Ca™). No meio extracelular, o hidréxido de célcio apresenta
propriedades mineralizadoras, uma vez que os ions hidroxila estdo envolvidos na
manutenc¢do de um ambiente alcalino e os ions calcio tém um efeito direto na mineralizacao
da matriz extracelular (Fava e Saunders, 1999).

No interior da célula, os ions calcio atuam como mediadores intermediarios da
diferenciacdo de osteoblastos. Aumentos intracelulares na concentracao de calcio levam a
ativacdo da via de sinalizacdo cdlcio-calmodulina, a qual regula a diferenciacdo de
osteoblastos via fosforilagdo de quinases reguladas por sinalizagdo extracelular (ERK -1 /

ERK-2) e expressdao de c-fos (Zayzafoon et al., 2005; Zayzafoon, 2006). Porém, o efeito do
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aumento da concentracdo extracelular de ions calcio na diferenciacdo de cementoblastos
ainda nao foi demonstrada.

Estudos prévios demonstraram que a aplicacdo do hidréxido de cdlcio no interior dos
canais radiculares permite a deposicao de um tecido mineralizado semelhante ao cemento,
por células do ligamento periodontal, obliterando a abertura foraminal (Leonardo et al.,
1993a, 1993b, 2006). Neste estudo foi evidenciado que a utilizacdo do hidréoxido de célcio
como curativo de demora em dentes com lesdo periapical permitiu o selamento biolégico do
forame apical, diferentemente dos dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento
endodoOntico em sessdo Unica, nos quais ndo foi observada a deposicio de tecido
cementdide. Ainda, a deposicdo de tecido mineralizado nos espécimes deste grupo estava
mais avancada do que naqueles dentes com vitalidade pulpar submetidos ao tratamento
endodontico, sugerindo um papel para o hidréxido de cdlcio na cementogénese apical. Em
decorréncia desta observacdo, o presente estudo foi proposto com o objetivo de avaliar os
efeitos do aumento da concentracdo extracelular de calcio na diferenciacdao de células do
ligamento periodontal em cementoblastos e posterior cementogénese. Mais
especificamente, a neoformacdo de cemento foi avaliada in vivo em um modelo animal e a
partir dos resultados obtidos foram investigados os mecanismos celulares e intracelulares
envolvidos na proliferacdo, migracao, diferenciacdo e mineralizacdo mediada por células do

ligamento periodontal de humanos.

MATERIAL E METODO
Animais, procedimentos operatdrios e processamento histolégico

Foram utilizados para este protocolo experimental as pecas obtidas no grupo
experimental no qual os dentes com lesdo periapical foram submetidos ao tratamento
endodontico utilizando o hidréxido de cdlcio como curativo de demora (Grupo 3) e as pecas
obtidas de dentes com vitalidade pulpar ndo submetidos ao tratamento endodontico (Grupo
5). Os tecidos embebidos em parafina foram seccionados e corados pela Hematoxilina e
Eosina para analise histoldgica e para microdisseccdo a laser ou por imunoistoquimica. Os
procedimentos clinicos e o processamento histoldgico realizados foram descritos no Capitulo

1.
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Microdissecc¢ao a laser e extra¢ao de RNA total

Nas laminas coradas pela Hematoxilina e Eosina, as células do ligamento periodontal
apical foram coletadas por meio de microdissecc¢do e captura a laser (Leica AS / LMD®, Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany). A técnica de microdisseccdo a laser, desenvolvida em
1996 por pesquisadores do National Cancer Institute nos EUA, tornou-se uma ferramenta
extremamente importante na pesquisa biolégica, ampliando o uso de técnicas existentes de
Biologia Molecular. Com esta técnica é possivel obter material celular homogéneo a partir de
tecidos heterogéneos, em parafina ou congelados (Bonner et al., 1997; Takagi et al., 2004;
Shao et al., 2006). Os tecidos sdo coletados em laminas especiais, as quais apresentam em
sua superficie um filme termopldstico transparente ndo-aderido e sdo inseridas no
microscopio com a superficie voltada para baixo. A imagem da lamina é transferida para um
computador e a area de interesse delimitada sob visualizagdo microscépica direta. A seguir,
pulsos de laser infravermelho sdo ativados e o filme transparente juntamente com o tecido
sdo cortados e se desprendem da lamina caindo sobre a parte interna da tampa de um tubo
tipo eppendorf (Emmert-Buck et al., 1996; Bonner et al., 1997; Lu et al., 2004).

Neste estudo, as amostras foram coletadas em 4 regides distintas do ligamento
periodontal: (1) células da camada cementobldstica, préximas ao elemento dental, (2)
células da regiao central do ligamento periodontal, (3) células da camada osteobl3stica,
préximas ao tecido dsseo e (4) células em contato com o tecido cementario neoformado nos
espécimes do Grupo 3. Foram identificadas e coletadas 9 x 10° células por espécime (n = 5),
em cada grupo. O RNA total foi extraido utilizando o RNeasy Micro kit (RNeasy® Micro,
Qiagen Inc., Valencia, EUA) e a qualidade e quantidade de RNA total foram analisados
utilizando um sistemas de eletroforese capilar em um RNA 6000 Pico LabChip (Agilent 2100
BioAnalyzer, Agilent Technologies Inc, Santa Clara, CA). Com o objetivo de amplificar a
quantidade de RNAm obtida em cada espécime foi utilizado um sistema de amplicacdo de
RNA in vitro por meio de um kit TruelLabeling-PicoAMP™ (SABiosciences, Frederick, MD).
Suscintamente, o processo de transcricio e amplificacdo in vitro foi realizado em duas
etapas. Na primeira etapa, foi realizado anelamento do primer oligo dT ao RNAm
poliadenilado e a transcricao reversa do RNA total para obtencdao do DNA complementar
(cDNA) (RT Master Mix 1). A seguir, foi realizada a sintese da fita paralela ao cDNA (Second
Strand Master Mix 1), obtendo desta maneira uma dupla-fita de DNA. A solug¢do contendo a

dupla-fita de DNA foi adicionada a enzima RNA-polimerase e nucleotideos em uma solugdo
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tamp3o (RNA Amplification Master Mix 1) e as amostras foram incubadas a 37°C, por 8
horas, para transcricdo in vitro. A dupla-fita de DNA foi quebrada utilizando uma enzima
DNase e o RNA resultante foi purificado em uma coluna para remover sais e fragmentos de
DNA carregados de reacbes anteriores. Na segunda etapa, o procedimento foi repetido,
porém as amostras foram incubadas a 37°C, por 16 horas, para amplificar a sintese de RNA.
As amostras de RNA foram suspensas em agua deionizada e livre de RNAse e armazenadas a

-70°C.

Transcrigao reversa e reagao da polimerase em cadeia em tempo real (QRT-PCR)

O cDNA foi sintetizado por meio de uma reagdo de transcrigdo reversa, a partir de 1
ug de RNA total. As amostras foram incubadas a 25°C por 10 minutos para ligacdo do primer
ao RNA, seguido por incubacdo a 37°C por 2 horas para transcricdo reversa utilizando a
enzima transcriptase reversa e posterior incubacdo a 85°C por 5 segundos para inativa¢do da
enzima e finalizagdo do processo (High Quality cDNA Reverse Transcriptase Kits, Applied
Biosystems, Foster City, EUA).

Aliquotas de 5 ul de cDNA foram amplificados por gRT-PCR utilizando primers para
genes indicadores de um fendtipo cementobldstico ou osteoblastico: Proteina do Cemento-1
(Cemp-1), Runt-related transcription factor 2 (Runx2), sialoproteina Ossea (Bsp), e
osteocalcina (Oc). O gene housekeeping para a enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(Gapdh) foi utilizado como um controle interno. Os primers e sondas para Runx2, Bsp, Oc e
Gapdh foram obtidos comercialmente e sdo propriedades privadas, portanto as sequéncias
ndo estdo disponiveis (TagMan® Gene Expression Assay, Applied Biosystems). Primers para
Cemp-1 e Gapdh foram criados a partir da seqliéncia de RNAm para o gene-alvo por meio do
programa Primer Express (Applied Biosystems). A sequéncia para o primer para Cemp-1
utilizado foi 5' CAG GAT CCA CAT CCG TC 3' (forward) e 5' CTG AAC AGC TTC GAG GC 3'
(reverse) e para Gapdh foi 5- ACCACAGTCCATGCCATCAC-3' (forward) e 5'-
TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3' (reverse).

Em estudo piloto, as rea¢Bes da polimerase em cadeia em tempo real foram
otimizadas com relagdo as concentrac¢des ideais de cada par de primers e temperatura de
anelamento, com o objetivo de maximizar a eficiéncia e a especificidade de cada
amplificacdo. Para o sistema TagMan®, foram utilizados primers na concentragao final de

900 nM cada e sonda MGB (Minor Groove Binding) na concentracdo final de 250 nM. Neste
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sistema, o fluoréforo 6-FAM é utilizado como repérter, o qual é liberado apds clivagem pela
polimerase com atividade exonuclease 5. A amplificacdo foi realizada sob as seguintes
condicOes: ativacdo da polimerase AmpliTag Gold Enzyme a 95 °C por 10 minutos, seguida
por 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos para desnaturacdao do DNA e 60 °C por 1 minuto para
anelamento do primer e polimerizacao.

Os primers para a Cemp-1 e Gapdh foram utilizados juntamente com o fluordforo
SYBR® Green (SYBR® Green PCR Master Mix; Applied Biosystems), na concentracdo de 60 nM
cada, e a amplificacao foi realizada a 95°C por 10 minutos para ativacdo da polimerase
AmpliTaq Gold Enzyme, seguida por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos para desnatura¢ao do
DNA, 55°C por 20 segundos para anelamento do primer e polimerizagao e 72°C por 50
segundos para extensdo adicional devido ao tamanho do primer (433 bp para Cemp-1 e 562
bp para Gapdh). Para a obtencdo de uma curva de dissociacdo dos produtos da reacao,
utilizada para a andlise da especificidade de amplificacdo, foi empregado um ciclo final de
1,5 horas, com temperatura crescente de 60 a 952C.

O termociclador ABI7500 (Applied Biosystems) realiza as rea¢Ges de amplificacdo e
deteccdo, e o Software ABI Prism SDS 1.2 (Applied Biosystems) quantifica as amostras por
meio da analise da quantidade de fluorescéncia gerada pela incorporacdo do fluoréforo
SYBR® Green aos produtos de amplificacdo durante o curso da reacdo ou pela liberacdo do
fluoréforo 6-FAM apds a clivagem pela exonuclease 5’.

Os resultados foram analisados com base no valor do ciclo limiar (Ct, cicle threshold),
sendo este o ponto correspondente ao numero do ciclo no qual a amplificacdo das amostras
atinge um limiar. Este limiar é determinado entre o grau de fluorescéncia dos controles
negativos e a fase de amplificacdo exponencial das amostras que permite a andlise
quantitativa da expressdo do gene avaliado. Como controle negativo foi utilizada agua
destilada deionizada, submetida a reacdo com cada par das seqliéncias dos primers
utilizados. A quantificacdo relativa da expressao génica foi realizada utilizando o método
AACt, com base na expressao do gene Gapdh. Os grupos foram comparados entre si por
meio do teste t de Student e a expressdo génica em diferentes areas no mesmo grupo foram
submetidos a analise estatistica por meio da andlise de variancia de uma via seguida pelo

pos-teste de Tukey (a = 0,05).
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Imunofluorescéncia indireta dual nos tecidos obtidos de caes

Com o objetivo de identificar a origem das células presentes na regido do
neocemento apical foram realizados ensaios de imunofluorescéncia indireta para STRO-1,
um marcador de células mesenquimais (Seo et al., 2004), e para CEMP-1, uma proteina
especifica do cemento (Alvarez-Pérez et al., 2006).

As laminas foram desparafinizadas, hidratadas em série decrescente de dlcoois e
mantidas em salina fosfatada tamponada (PBS). As laminas foram lavadas em PBS por 5
minutos (2x) e os tecidos submetidos a recuperacdo dos epitopos antigénicos utilizando
solucdo tamp3o de citrato de sddio (pH 6,0), aquecido a 90°C, por 15 minutos. A seguir
foram lavadas em PBS por 5 minutos (2x) e os sitios de ligacdo ndo-especifica foram
bloqueados com albumina de soro bovino (Sigma) a 2% por 60 minutos. A imunomarcagao
dual foi realizada utilizando anticorpos primarios para CEMP-1 (anticorpo policlonal
produzido em coelhos; 1:300) e STRO-1 (anticorpo monoclonal anti-STRO-1, R&D Systems
Inc., Minneapolis, EUA; 1:10) por 1 hora. A seguir as laminas foram lavadas em PBS (2x) e
incubadas com anticorpo secunddrio (1:100; anti-lgG de coelhos conjugado ao fluoréforo
Texas Red, produzido em cabra ou anti-IgM de camundongos conjugado a fluoresceina,
produzido em coelhos), por 1 hora, em camara escura. As laminas foram lavadas em PBS (2x)
e os nucleos foram marcados com 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (0,5 ug / ml) por 1
minuto. As laminas foram montadas com ProLong Gold Antifade (Molecular Probes Inc.,
Eugene, EUA). Laminas-controle foram utilizadas para testar a especificidade da
imunomarcagdo, nas quais o anticorpo primario foi omitido e as laminas foram incubadas
com imunoglobulina G de coelhos ou imunoglobulina M de camundongos. A porcentagem
de células positivamente marcadas foi avaliada em 4 areas do ligamento periodontal:
camada cementoblastica, regido central do ligamento periodontal, camada osteobl3stica e
células em contato com o tecido cementdrio neoformado nos espécimes do Grupo 3. A
frequéncia de cada tipo celular (STRO-1" / CEMP-1%, STRO-1" / CEMP-1", STRO-1"/ CEMP-1" e
STRO-1" / CEMP-1") foi determinada e os grupos foram comparados entre si por meio do

teste exato de Fisher (a = 0,05).

Cultura celular
Apd6s aprovacdo pela Comissdo de Etica da Universidade de Michigan, foram

coletados pré-molares extraidos por razées ortodOnticas, de trés pacientes saudaveis, do
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género masculino, com idade média de 14 anos, provenientes da Clinica de Cirurgia do
Departamento de Cirurgia Bucal e Maxilofacial da Faculdade de Odontologia da Universidade
de Michigan. Os dentes foram transportados em meio de cultura essencial minimo,
modificacdo alfa (a-MEM; Gibco® Invitrogen Cell Culture, Carlsbad, EUA) suplementado com
penicilina (100 pg / ml), estroptomicina (100 pg / ml) e anfotericina (1,25 mg / ml) (Gibco®
Invitrogen Cell Culture).

No laboratdrio os dentes foram lavados em PBS e o ligamento periodontal removido
do terco médio das raizes dos dentes higidos, com o auxilio de um bisturi. Os tecidos
coletados foram depositados em placas de 60 mm de diametro e area de 9,6 cm? (BD
Falcon™ Cell Culture Plates, BD Biosciences, San Jose, EUA), sob uma lamina de vidro
esterilizada, para obtencdo das células do ligamento periodontal por meio de uma técnica de
explante (Kapila et al., 1996; Paula-Silva et al., 2009). As culturas foram mantidas em meio a-
MEM suplementado com soro fetal bovino (FBS) a 10%, penicilina (100 pug / ml) e
estroptomicina (100 pg / ml) (Gibco® Invitrogen Cell Culture), em uma incubadora a 37°C e
5% de CO,. O meio de cultura foi trocado a cada 2-3 dias até as células atingirem 80% de
confluéncia. A seguir, as células foram tripsinizadas (GIBCO® Trypsin) e utilizadas da terceira
a quinta passagem para experimentacdao. Todos os experimentos foram realizados pelo

menos trés vezes para cada isolado celular independente.

Expressao e purificagao da Proteina do Cemento-1

A proteina do cemento-1 recombinante humana e o anticorpo policlonal anti-CEMP-1
foram gentilmente cedidos pelo Dr. Higinio Arzate da Universidade Nacional Auténoma do
México. Suscintamente, para expressao da proteina do cemento-1 recombinante humana,
um plasmideo contendo o vetor pcDNA40-CEMP1(+) foi inserido em fibroblastos gengivais
obtidos de humanos e as células passaram a expressar e secretar a proteina (Carmona-
Rodriguez et al., 2007; Villareal-Ramirez et al., 2009). O meio de cultura foi coletado e a
CEMP-1 recombinante humana foi purificada por meio de cromatografia de afinidade e o

perfil confirmado por Western blotting.

Tratamento com agentes farmacoldgicos
As células do ligamento periodontal foram plaqueadas na densidade de 1 x 10°

células por poco em placas de cultura de 60 mm e estimuladas com hidroxido de célcio pro-
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andlise (Calcium hydroxide puriss. p.a., Sigma), dissolvido em meio livre de soro para
experimentos em curto periodo (6-48 horas) ou em meio suplementado com soro fetal
bovino a 1% para experimentos por longo prazo (> 72 horas).

Para os experimentos com inibidores bioquimicos, visando inibir as trés vias
principais das proteinas quinases ativadoras de mitose (MAPK), as células foram pré-
incubadas por 1 hora com os inibidores para (1) proteinas quinases reguladas por sinal
extracelular (ERK) (FR180204, EMD Chemicals Inc., San Diego, EUA), (2) p38 MAPK
(SB203580, EMD Chemicals Inc.) ou (3) quinase N-terminal c-Jun (SP600125, EMD Chemicals
Inc.), dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) para obtencdo das curvas dose e tempo-
resposta. Com o objetivo de confirmar a participacao dos canais de calcio na sinalizacao, foi
utilizado um bloqueador bioquimico dos canais de calcio (Methoxyverapamil Hydrochloride,
EMD Chemicals Inc.), dissolvido em agua destilada e deionizada. Apds o pré-tratamento, o

meio foi substituido por meio livre de soro contendo o inibidor e o hidréxido de calcio.

Silenciamento de RNAm para ERK-1 e ERK-2

As células foram plaqueadas na concentrac¢do de 2 x 10° células por pogo, em placas
de 60 mm de diametro, utilizando como meio de cultura a-MEM suplementado com FBS a
10% sem antibidticos. A seguir foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO,, por 24 horas,
até que apresentassem 60 a 80% de confluéncia.

As solugdes para transfecgdao foram preparadas utilizando concentragdes de 20 e 60
pmol de silenciadores de RNAm para ERK-1 e ERK-2 (sc-29307 e sc-35335; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, EUA), diluidos em reagente para transfeccao liposoluvel (sc-
29528). A monocamada de células aderidas foi lavada com meio de cultura livre de soro (2x)
e a seguir as células foram incubadas com a solucdo para transfeccao diluida em meio de
cultura livre de soro por 7 horas. Posteriormente foi adicionado meio de cultura com FBS a
20% e antibidticos na concentragdo de 1 : 1 e as células incubadas por 36 horas. O meio de
cultura contendo os silenciadores de RNAm foi removido e as células mantidas em meio livre
de soro para experimentacdo, limitada as 72 horas seguintes.

Como controles foram utilizados silenciadores de RNAm nontargeting (sc-36869) ou
estimulacdo com hidréxido de cdlcio na auséncia de silenciadores de RNAm. A eficacia da
transfeccdo foi confirmada por meio da inibicdo da expressdo de ERK-1 e ERK-2 por Western
blotting. A viabilidade celular foi avaliada por meio de um ensaio para mensuragao da

atividade da enzima desidrogenase mitocondrial.
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Ensaios de citotoxidade e proliferacdo celular

Para avaliacdo da citotoxidade do hidréxido de calcio, as células foram plaqueadas
em meio livre de soro, na concentracdo de 5 x 10° células por poco, em placas de 96 pocos e
mantidas em incubadora a 37°C e 5% CO; por 12 horas. Apds este periodo, as culturas foram
estimuladas com diferentes concentragdes de hidréxido de cdlcio por 24 horas. A seguir, 10
uL de um sal tetrazélico soluvel em dgua {WST-8 [2-(2-methoxy-4nitrophenyl)-3-
(4nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)2H]; Dojindo, Gaithersburgh, EUA} foi adicionada a cada
poco e as placas foram protegidas da luz e incubadas a 37° C, por 3 horas, em atmosfera
contendo 5% de CO, e umidade relativa de 95%. Apds o periodo de incubagdo, a absorbancia
foi determinada em espectrofotébmetro, no comprimento de onda de 450 nm. O efeito das
diferentes concentra¢des de hidréxido de calcio sobre a viabilidade celular foi comparado
por meio da analise de varidncia de uma via seguida pelo pds-teste de Tukey (a = 0,05).

Para os ensaios de proliferacdao celular, o nimero de células foi calculado com base
em uma curva-padrao, obtida a partir de um ndmero conhecido de células viaveis. As células
foram estimuladas e a atividade da desidrogenase mitocondrial avaliada 6, 12, 24, 36, 48 e
72 horas apds o estimulo. Os experimentos foram realizados em sextuplicata para cada
isolado celular independente. Os diferentes periodos de avaliacdo e os diferentes grupos
foram comparados entre si por meio da analise de variancia de duas vias seguida pelo pds-

teste de Tukey (a = 0,05).

Ensaio de cicatrizagdo (Scratch assay, Wound healing assay)

Para os ensaios de cicatrizacdo, as células do ligamento periodontal foram
plagqueadas na densidade de 1 x 10° células por poco, em placas de 96 pocos e foi aguardado
o espraiamento e adesdo por 12 horas, como descrito previamente (Kapila et al., 1997).
Decorrido este periodo, as células na porcdo central da placa foram removidas utilizando
uma ponteira esterilizada e as células foram estimuladas com a proteina do cemento-1
recombinante humana (15 pg / ml) (Alvarez-Pérez et al., 2006), com hidréxido de célcio (10
mM), com uma combinacdo dos dois ou com meio de cultura livre de soro. A especificidade
da resposta foi testada utilizando-se um anticorpo anti-CEMP-1 esterilizado por filtragem ou
um blogqueador bioquimico dos canais de calcio (Methoxyverapamil Hydrochloride).

Para avaliacdo, as culturas foram examinadas em um microscépio invertido,

utilizando o aumento de 4x. Foram realizadas fotografias imediatamente apds a remocgao
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das células e as 6, 12 e 18 horas apds o tratamento. A drea compreendida entre as bordas da
camada de células foi medida e as porcentagens de fechamento das bordas foram
calculadas. As areas foram comparadas entre si nos diferentes periodos experimentais,
assim como para os diferentes agentes quimiotaticos, por meio da analise de variancia de
duas vias seguido pelo poés-teste de Tukey (a = 0,05). Para os experimentos com o
bloqueador dos canais de cdlcio ou com o anticorpo anti-CEMP-1, os periodos foram
comparados entre si por meio da analise de varidncia de uma via seguida pelo pds-teste de
Tukey. No mesmo periodo, as condigdes com ou sem bloqueador / anticorpo foram

comparadas por meio do teste t de Student (a = 0,05).

Ensaios de quimotaxia e migragao celular

Ensaios de quimotaxia e migragdo cellular foram realizados utilizando camaras de
migracdo transmembrana (transwell) em associagdo com um corante fluorescente
(Innocyte™ Cell Migration Assay, Calbiochem, San Diego, EUA). Primeiramente o
compartimento inferior do aparato contendo 96 pocos foi preenchido com os agentes
quimiotaticos [CEMP-1 (15 pg / ml), hidroxido de calcio (10 mM), uma combinacdo de
ambos, soro fetal bovino a 10%] ou meio livre de soro como controle. As células do
ligamento periodontal foram resuspensas em meio livre de soro ou em meio livre de soro
contendo o bloqueador dos canais de calcio (20 uM) ou um anticorpo anti-CEMP-1 (10 pg /
ml), na densidade de 1 x 10’ células por poco, e depositadas no compartimento superior do
aparato. A seguir as placas foram incubadas a 37°C por 18 horas.

As placas foram removidas da incubadora e a porcao inferior do aparato foi
substituida por uma placa de 96 pocos contendo 200 pl de uma solugdo para tripsinizacao
das células que migraram e estavam aderidas a porcao inferior da membrana da camara
onde haviam sido depositadas. As placas foram incubadas a 37°C por 30 minutos e a seguir a
porgdo superior do aparato foi descartada. No compartimento inferior restavam as células
deslocadas quimicamente, as quais foram marcadas com um corante fluorescente (calceina-
AM). De cada pog¢o foram removidos 150 pl e transferidos para uma nova placa de 96 pocos
para determinagao da absorbancia em espectrofotometro, no comprimento de onda de 485
nm. Os resultados foram expressos como unidades arbitrarias de fluorescéncia para estimar
a quantidade de células que migraram pelos poros atraidas pelas diferentes substancias

testadas. Os experimentos foram realizados em sextuplicata para cada isolado celular
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independente. Os grupos foram comparados entre si por meio da andlise de variancia de

uma via seguida pelo pds-teste de Tukey (a = 0,05).

Imunofluorescéncia indireta para cultura de células do ligamento periodontal

Para imunofluorescéncia indireta, as células foram cultivadas em |laminas de vidro
Lab-Tek™ de 8 pogos, com area de 0,8 cm? cada (Nalge Nunc Int., Rochester, NY, EUA), na
densidade de 2 x 10* células por pogo.

Apds experimentacdo, as células foram fixadas utilizando methanol a -20°C por 5
minutos e secas a temperatura ambiente. A seguir, foram lavadas em PBS (2x) e os sitios de
ligacdo nao-especifica foram bloqueados com albumina do soro bovino (Sigma) por 30
minutos. As células foram incubadas com anticorpos primarios para CEMP-1 (1 : 300) ou
STRO-1 (1 : 10), por 1 hora, lavadas em PBS (2x) e incubadas com anticorpo secunddrio
(1:100; anti-IgG de coelhos conjugado ao fluoréforo Texas Red, produzido em cabra ou anti-
IgM de camundongos conjugado a fluoresceina, produzido em coelhos) por 1 hora, em
camara escura. As laminas foram lavadas em PBS (2x) e os nucleos foram marcados apds
incubacgdo das laminas com DAPI (0,5 ug / ml) por 1 minuto. As laminas foram montadas com
ProLong Gold Antifade. As células foram fotografadas em um microscépio de fluorescéncia
equipado com uma camera digital. A porcentagem de células STRO-1" foi determinada para
cada tratamento realizado e os grupos comparados entre si por meio da andlise de variancia
de uma via seguida pelo pds-teste de Tukey (a = 0,05).

Para andlise da densitometria éptica da marcagdo da proteina intracelular CEMP-1,
foram digitalizadas, em média, 30 células por amostra, em aumento de 100x, para cada
grupo. Cada célula foi delineada e a densidade éptica determinada em unidades arbitrarias,
utilizando o programa Image J 1.41o0 (National Institutes of Health, Bethesda, EUA). Os
resultados foram expressos como porcentagem de densidade dptica em relacdo ao controle.
Os grupos foram comparados entre si por meio da analise de variancia de uma via seguida

pelo pds-teste de Tukey (a = 0,05).

Western blotting
Para extracdo da proteina total, as células foram coletadas em 1 ml de PBS e

centrifugadas a 10.000 g, durante 10 minutos a 4°C, para obtencdo do pellet. O
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sobrenadante foi descartado e o pellet resuspenso em 100 pl de solugcdo tampao Ripa (Ripa
buffer; Pierce Biotechnology, Rockford, EUA), contendo inibidores de proteases (Complete
Protease Inhibitor Cocktail, Roche Applied Science, Mannheim, Alemanha) e inibidores de
fosfatases (PhosphoStop, Roche Applied Science). Os tubos foram mantidos em gelo por 20
minutos, centrifugados a 10.000 g durante 10 minutos a 4°C e o sobrenadante transferido
para um novo tubo. A quantidade de proteina total foi estimada pelo ensaio de Bradford
(Bio-Rad, Hercules, EUA), utilizando uma curva-padrdo determinada a partir da albumina do
soro bovino.

Dez a trinta pg de proteina total foram adicionados ao tampdo de carregamento
(NUPAGEm LDS Sample Buffer 4x; Invitrogen) e submetidos a desnatura¢do a 95°C por 5
minutos. As amostras foram separadas por eletroforese em géis de poliacrilamida de 4 a
12%, dependendo do peso molecular da proteina de interesse, pelo sistema SDS-PAGE
(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Foi utilizado como tampao de
corrida MOPS 1x [4cido 3-(N-morfolino)propanosulfénico], com voltagem constante de
200V, por aproximadamente 1 hora. Marcadores de peso molecular foram utilizados como
referéncia (SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard; Invitrogen).

Ap0ds a separacgao das proteinas de acordo com o peso molecular, as mesmas foram
eletroforeticamente transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF)
(Immobilon™-P; Millipore, Billerica, EUA), utilizando como solugdo-tampao Bis-Tris-HCI e
metanol a 20%, em um aparato de transferéncia semi-umida, com voltagem constante de
20V, por 60 minutos. Apds a transferéncia, os sitios de ligacdo ndo-especifica foram
bloqueados em salina tamponada com Tris (TBS; StartingBlock™ TBS Blocking Buffer; Pierce
Biotechnology, Rockford, EUA) contendo albumina do soro bovino a 5%, por 1 hora, sob
constante agitacdo. As membranas foram incubados com anticorpos primarios para BSP
(1:250; Santa Cruz Biotechnology), CEMP-1 (1:500), CAP (1:500; Santa Cruz Biotechnology),
proteina da matriz dentinaria-1 (DMP-1) (1:500; Santa Cruz Biotechnology), p44 / 42 MAPK
(ERK-1 / ERK-2; 1:1,000; Cell Signaling Technology), fosfo-p44 / 42 MAPK Thr202 / Tyr204
(phospho-ERK-1 / ERK-2; 1:1,000; Cell Signaling Technology) e GAPDH (1:2,000; Santa Cruz
Biotechnology), por 12 horas, a 4°C sob constante agitac3o.

As membranas foram lavadas em TBST por 15 minutos (4x) e, a seguir, incubadas
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com anticorpos secundarios contra imunoglobulina G (IgG) de camundongos, cabra ou
coelho conjugados a horseradish peroxidase (Santa Cruz Biotechnology), por 30 minutos, sob
agitacdo, a temperatura ambiente, utilizando concentracées de acordo com a concentracao
do anticorpo primario utilizado. A seguir, as membranas foram lavadas em TBST por 15
minutos (4x). As bandas foram evidenciadas por quimioluminescéncia utilizando o sistema
de deteccdo West-Pico Enhanced Chemoluminescence (ECL; Pierce Biotechnology), por 5

minutos seguido pela exposicdo em filmes radiograficos.

Atividade da fosfatase alcalina

Aos 7 e 14 dias, a atividade de fosfatase alcalina foi determinada por meio da
deteccdo de p-nitrofenol (p-NP) apds hidrélise do substrato de p-nitrofenilfosfato (pNPP),
utilizando um kit comercial (Sigma). As células foram lisadas em dgua destilada deionizada
por meio de um ultrassom, por 15 segundos, e 300 pl do lisado celular foram incubados a
37°C, por 10 minutos, com 150 ul do substrato enzimatico p-nitrofenilfosfato (Alkaline
Phosphatase Substrate, Sigma), em uma soluc¢do tampao a 1,5 mM, pH 10,3 (Alkaline Buffer
Solution; Sigma), na concentra¢do de 1 : 1. A reacado foi interrompida pela adi¢dao de 40 pl
hidréxido de sédio (NaOH) a 1 N. A seguir, 150 ul da reacao foram transferidos para cada
poco de uma placa de 96 pocos e a absorbancia foi determinada por meio de um
espectrofotémetro, no comprimento de onda de 405 nm, em triplicata. A concentragdao de
p-nitrofenol foi calculada a partir de uma curva-padrao (0 a 50 mM).

A atividade da enzima fosfatase alcalina foi normalizada em relacdo ao tempo de
incubacdo e ao conteudo de proteina total, determinado pela reacdo de biureto apds a
reducdo dos ions cobre presentes na proteina pelo dacido bicincénico (BCA™; Pierce
Biotechnology), utilizando uma curva-padrao determinada a partir da albumina do soro
bovino. O efeito de diferentes doses de hidréoxido de cdlcio sobre a atividade da enzima
fosfatase alcalina foi avaliado pela comparagdo entre os grupos por meio da analise de
variancia de uma via, seguida pelo pds-teste de Tukey em cada periodo experimental para
células mantidas em meio a-MEM regular ou meio a-MEM que estimula a mineralizagao.
Para cada concentracdo de hidréxido de calcio utilizada, a comparagcdo entre as células

mantidas em meio a-MEM regular ou meio a-MEM contendo B-glicerofosfato e acido
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ascorbico foi realizada por meio do teste t de Student (a = 0,05).

Formagao de nodulos de mineralizagao

A formagdo de nddulos de mineralizagao foi avaliada cultivando as células do
ligamento periodontal por 7, 14, 21 e 28 dias em meio que favorece a mineraliza¢ao da
matriz extracelular. Este meio consiste de meio a-MEM suplementado com 10 mM de B-
glicerofosfato (Sigma), 50 pug / ml de acido ascérbico (Sigma), soro fetal bovino a 1% e
antibidticos.

As células do ligamento periodontal foram plaqueadas na densidade de 2 x 10°
células por poco, em placas de 60 mm, e aguardou-se a aderéncia das células por 12 horas. A
seguir, o meio de cultura foi removido dos pogos e foram adicionadas as seguintes
substancias: (1) hidroxido de calcio, (2) anticorpo anti-CEMP-1, (3) inibidor bioquimico da
fosforilagdo de ERK-1 / ERK-2 (FR180204) ou (4) meio que favorece a mineralizagdo somente.
Como controle, os experimentos foram realizados em meio de cultura a-MEM regular com a
adicdo das mesmas substancias descritas para o meio que favorece a mineralizagdo. O meio
de cultura foi trocado a cada trés dias e a progressdo da cultura avaliada por microscopia de
fase. No periodo de 14 dias pds-estimulagdo o numero e a area dos nddulos de
mineralizacdo foram mensurados para os espécimes tratados com hidroxido de calcio em
meio de mineralizacdo ou meio que estimula a mineralizagdo somente. Os resultados
obtidos foram comparados por meio do teste t de Student (a = 0,05).

A multicamada de células juntamente com os nédulos de mineralizacdo depositados
foram corados por Vermelho de Alizarina utilizando protocolos descritos previamente (Wang
et al., 2003; Xu et al., 2009). Suscintamente, as culturas foram fixadas com etanol a 70% por
10 minutos e coradas com uma solucdo de Vermelho de Alizarina a 2%, pH 4,0 (Sigma), por 5
minutos a temperatura ambiente. A quantificagdo do acumulo de cdlcio no meio extracelular
foi realizada apds a liberagcdo do cdlcio ligado ao corante obtido pelo tratamento com 100
mM de cloreto de cetilpiridineo (Sigma), durante 1 hora, sob constante agitacdo. A
absorbancia do corante liberado foi determinada em espectrofotébmetro, no comprimento
de onda de 570 nm, e normalizada pelo conteldo de proteina total na cultura determinada

pelo método BCA.
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Para os experimentos dose- e tempo-resposta, o conteldo de vermelho de alizarina
nas culturas estimuladas ou ndao com hidréxido de calcio foi mensurado e os grupos
comparados entre si por meio da andlise de variancia de duas vias seguido pelo pds-teste de
Tukey (a = 0,05). Para a determinacao do efeito da utiliza¢cdo do anticorpo anti-CEMP-1 e do
inibidor bioquimico da fosforilacgdo de ERK-1 e ERK-2, os grupos estimulados ou ndo com
hidréxido de calcio e estimulados ou ndo com os medicamentos foram comparados entre si
por meio da analise de varidncia de uma via seguida pelo pds-teste de Tukey (a = 0,05).

Para marcacdo dual com Vermelho de Alizarina e imunofluorescéncia indireta para
CEMP-1, as células foram fixadas em etanol a 70% por 1 hora a 4°C. Apds a lavagem com
PBS, as culturas foram processadas para marcacdo para CEMP-1 primeiramente, seguido
pela marcacdo para Vermelho de Alizarina, como descrito previamente (Oliveira et al.,

2007).

RESULTADOS
O tratamento com hidroxido de cdlcio induz a diferenciagdo de células do ligamento
periodontal em células com um fendtipo de cementoblastos e promove mineralizagdo in
vivo

In vivo, foi observada a deposicao de um tecido mineralizado semelhante ao cemento
no forame apical em dentes submetidos ao tratamento endoddntico utilizando hidréxido de
calcio como curativo de demora (Figuras 3.1A, 3.1E). Em algumas regides era possivel
identificar uma linha bem definida separando o tecido neoformado do cemento estrutural
(Figura 3.11, seta). Essa deposicao de tecido mineralizado ndo foi observada nos dentes com
lesdo periapical submetidos ao tratamento endoddntico em sessdo Unica e estava presente
em estagio inicial de mineralizacdo em dentes com vitaliadade pulpar submetidos ao
tratamento endodontico. A partir destes resultados nds elaboramos a hipétese de que o
hidréxido de cdlcio poderia estar relacionado a diferenciacao celular e posterior deposicao
do tecido mineralizado observado no apice radicular.

Nos dentes reparados apicalmente pelo tratamento com hidréxido de cdlcio, as
células em contato com o tecido cementdide expressavam a proteina do cemento-1 (CEMP-

1), um marcador da diferencia¢do cementoblastica (Alvarez-Pérez et al., 2006) (Figuras 3.1B,
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3.1F, 3.1J). Nos dentes com vitalidade pulpar, ndo submetidos ao tratamento endodontico,
células adjacentes ao cemento também expressavam CEMP-1 (Figuras 3.1N, 3.1R).
Adjacente ao cemento em dentes sadios ou ao tecido cementdide recém-depositado em
dentes submetidos ao tratamento endodoéntico, havia uma grande quantidade de células
positivamente marcadas para CEMP-1 e gradualmente essa quantidade de células diminuia
em direcdo ao centro do ligamento periodontal e osso alveolar (Figuras 3.1U, 3.1V, 3.1W).

Como a origem destas células que alinham o tecido cementéide neoformado é
desconhecida, nds testamos a hipdtese de que essas células poderiam ser derivadas de
células mesenquimais progenitoras presentes no ligamento periodontal. Assim, os tecidos
foram imunomarcados para o receptor de superficie STRO-1, um marcador conhecido para
células mesenquimais progenitoras (Seo et al., 2004). Tanto em dentes com vitalidade pulpar
ndao submetidos ao tratamento endoddntico como em dentes com lesdao periapical
submetidos ao tratamento endodédntico utilizando o hidréxido de calcio como curativo de
demora, foram detectadas altas porcentagens de células que expressavam o receptor de
superficie STRO-1. Observou-se grande quantidade dessas células localizadas préximo ao
cemento radicular e apenas um pequeno numero de células positivas préximas ao 0sso
alveolar (Figuras 3.1C, 3.1G, 3.1K, 3.10, 3.1S).

No ligamento periodontal, as marcacdes positivas para STRO-1 estavam co-
localizadas as marcagdes positivas para CEMP-1, em diversas células, em dentes com
vitalidade pulpar (Figuras 3.1P, 3.1T). Em dentes submetidos ao tratamento de canais
radiculares, uma maior quantidade de células positivas simultaneamente para STRO-1 e
CEMP-1 foi observada na regidao de células semelhantes a cementoblastos, se comparada
aos cementoblastos presentes em dentes sadios (Figuras 3.1D, 3.1H, 3.1L, 3.1P, 3.1T, 3.1U).
O osso alveolvar propriamente dito e os osteoblastos alinhados ao osso ndo apresentavam
marcagao para STRO-1 ou CEMP-1. Laminas-controle incubadas com imunoglobulina G de
coelho ou imunoglobulina M de camundongo ndo apresentaram marcagao nao-especifica. A
co-localizacdo de células positivas para STRO-1 e CEMP-1 préoximo ao neocemento indicaram
a presenca de células progenitoras de cementoblastos na area apical reparada e uma

possivel relagcao entre CEMP-1 e STRO-1.
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Figura 3.1. O tratamento com hidrdxido de cdlcio induz a diferenciacdo de células do ligamento
periodontal em células com um fendtipo de cementoblastos e promove mineraliza¢éGo in vivo. O
hidréxido de calcio estimulou a deposi¢cdo de um tecido cementdide no forame apical in vivo (A, E, I-
setas; |- maior aumento do retangulo em E). As células alinhadas ao tecido neoformado foram
marcadas positivamente para a proteina do cemento-1 (CEMP-1), um marcador especifico de
cementoblastos (B, F, J) e para STRO-1, um receptor de superficie indicador da linhagem
mesenquimal progenitora (C, G, K). DAPI foi utilizado como marcadar nuclear (D, H, L). Cemento (c),
ligamento periodontal (pdl) e osso (b) em dentes sadios utilizados como controle (M, N, O, P, Q, R, S,
T). Gréficos mostram a porcentagem de células STRO-1*/CEMP-1", STRO-1"/CEMP-1*, STRO-1"/ CEMP-
1" e STRO-1"/ CEMP-1, as quais foram quantificadas em trés areas do ligamento periodontal: nas
regides (U) proxima ao dente, (V) no centro do ligamento periodontal e (W) proxima ao osso

alveolar. n = 5; Barra =50 um; * p < 0,05 comparado aos dentes sadios.
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Para confirmar se as células localizadas préoximas ao cemento apresentavam um
fendtipo de células capazes de mineralizagao, foi avaliada a expressdo génica de RNAm para
Cemp-1, Bsp, Oc e para o fator de transcricdo Runx2. Para tanto, células em trés regides do
ligamento periodontal (proximo ao cemento, no centro do ligamento periodontal e préximo
ao osso alveolar) foram cortadas e coletadas por meio de microdissec¢do a laser e a
avaliacdo génica realizada por meio de RT-PCR em tempo real.

Alta expressdo de RNAm para Cemp-1 foi observada na regido préxima ao cemento e
no centro do ligamento periodontal, comparado com a regido de osteoblastos, onde baixa
expressao para Cemp-1 foi detectada. Ainda, em dentes reparados pelo uso do hidréxido de
calcio, a expressdo génica de Cemp-1 foi significativamente mais alta na regido mais proxima
ao neocemento do que em dentes com vitalidade pulpar ndo submetidos ao tratamento
endodontico (Figura 3.2A). Expressdo de genes para sialoproteina dssea e osteocalcina
foram detectados em maior quantidade préximo ao cemento e ao osso alveolar, indicando a
presenca de células com um fendtipo de mineralizagdo nessas regides, tanto em dentes
sadios quanto naqueles que se encontravam reparados apds tratamento de canais
radiculares (Figuras 3.2B, 3.2C). De modo semelhante, a expressdo do fator de transcricao
Runx2 foi maior em células préximas ao cemento e ao osso alveolar, comparado aquelas
células no centro do ligamento periodontal. As células préximas ao neocemento em dentes
reparados expressavam mais Runx2 do que as células préximas ao cemento em dentes
sadios (Figura 3.2D).

Juntos, a maior expressao da proteina do cemento-1 e a maior expressao de RNAm
para proteinas que sdo caracteristicas de um fendtipo celular associado a mineralizagdo,
observados préoximo ao tecido cementéide neoformado, indicam a presenca de um fenétipo
cementobldstico nas células ao redor do dpice dental, nos dentes submetidos ao tratamento
endodontico utilizando o hidréxido de cdlcio como curativo de demora. Este padrdo de
expressao de transcritos para marcadores de mineralizacao foi similar aquele observado em
células préximas ao cemento em dentes sadios, inclusive com maior expressao de Cemp-1 e

Runx2 nas células em contato com as areas reparadas.
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Figura 3.2. In vivo, o fendtipo cementobldstico proximo ao neocemento formado em dentes
reparados pelo uso do hidréxido de cdlcio é confirmado pelo aumento da expressGo de genes para
proteinas relacionadas a mineralizacdo. Células das 3 regides do ligamento periodontal (préxima ao
dente, no centro do ligamento periodontal e proximo ao osso alveolar) foram cortadas e coletadas
por meio de microdissecc¢do a laser, o RNAm foi isolado e a expressdo de Cemp-1 (A), sialoproteina
ossea (Bsp) (B), osteocalcina (Oc) (C) e Runx2 (D) foram determinados por meio de RT-PCR em tempo
real. Gapdh foi usado como controle interno. Diferencas estatisticamente significantes estdo

2

indicadas por: a, b, g- comparado a area de osteoblastos reparada; ¢, d- comparado a area de

osteoblastos em dentes sadios; e, t- comparado a area de cementoblastos em dentes sadios; f, g, h, i,
i, 1, m, o, r, s- comparado a area central do ligamento periodontal em dentes sadios; h, i, n, p-

comparado a area central do ligamento periodontal em dentes reparados; p <0,05; n =5.

A proteina do cemento-1 (CEMP-1) estd envolvida na proliferagdo, migracdo e
diferenciagdo de células do ligamento periodontal e mineralizagéo in vitro
Uma vez que a expressao de CEMP-1 estava co-localizada com a presenca do tipo
celular STRO-1 positivo e, in vivo, maior expressao de CEMP-1 foi observada na regidao de
deposicdo cementaria em dentes tratados com hidréoxido de cdlcio, nds investigamos se a
CEMP-1 ou hidréoxido de calcio poderiam ser fatores quimiotaticos para células que
expressam o receptor de superficie STRO-1.
As células do ligamento periodontal foram plaqueadas em alta densidade, esperou-se
a adesdo dessas células a placa de cultura e uma pequena quantidade de células foi
removida da placa utilizando uma ponteira esterilizada. A seguir as células foram
estimuladas com a proteina do cemento-1 recombinante humana, hidréxido de célcio, uma

combinagdo de ambos, ou meio sem soro. A CEMP-1, o hidréxido de calcio ou a combinagao
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de ambos estimularam a migracdo celular e aproximacdo das bordas da multicamada de
células 18 horas apds o tratamento, diferentemente das células mantidas em meio de
cultura sem soro. A combinagdao de CEMP-1 e hidréxido de calcio promoveu migragao celular
mais rapidamente as 6 e 12 horas pds-estimulagdo comparado ao tratamento com hidréxido
de calcio somente.

Para testar a especificidade da resposta, as células foram pré-incubadas com um
anticorpo anti-CEMP-1 que bloqueia a atividade da proteina ou com um medicamento
blogueador dos canais de calcio que impede a entrada de calcio no interior da célula. O
anticorpo anti-CEMP-1 e o bloqueador de canais de cdlcio impediram a migracdo celular que
havia sido estimulada pela proteina do cemento-1 recombinante humana e pelo hidréxido
de calcio, respectivamente, confirmando que ambos sdo importantes para a migracao
celular e aproximacgado das bordas da monocamada de células in vitro (Figura 3.3A).

Utilizando um ensaio de migracao transmembrana no qual as células sdo depositadas
no compartimento superior de uma placa de 96 pocos e os agentes quimiotaticos no
compartimento inferior e esses compartimentos s3ao separados por uma membrana
permedvel com poros de 8 um de didmetro, os resultados obtidos previamente foram
confirmados. Todos os agentes quimitaticos testados induziram maior migracdo celular
comparado com o meio de cultura sem soro. Quando foram utilizados o medicamento
blogueador de canais de calcio ou o anticorpo anti-CEMP-1 houve inibicdo da migracdo
celular (Figura 3.3B).

Dezoito horas ap6s a estimulacdo das células do ligamento periodontal, as células no
teste de cicatrizacdo foram marcadas utilizando um anticorpo anti-STRO-1. O tratamento
com CEMP-1 estimulou a migracdo de uma maior quantidade de células que expressavam
STRO-1, comparado com as células estimuladas com hidréxido de calcio (Figura 3.3D). O
tratamento com uma combinacdo de CEMP-1 e hidréxido de célcio estimulou a migragdo de
uma quantidade semelhante de células positivas para STRO-1 aquela obtida pelo tratamento
com CEMP-1 isoladamente.

Ainda, o tratamento com a proteina do cemento-1 recombinante humana estimulou
a proliferacdo celular a partir de 6 até 72 horas apds o tratamento, enquanto o hidréxido de
calcio ndo exerceu nenhum efeito até 36 horas apds a estimulacdo. Apds 48 a 72 horas, o
hidréxido de calcio inibiu a proliferacao celular, se comparado ao controle estimulado com
meio sem soro (Figura 3.3C). A utilizacdo da proteina recombinante associada ao hidréxido
de calcio estimulou a proliferacdo celular até 36 horas, porém apds esse periodo, a
proliferacdo celular foi semelhante ao controle. Estes resultados sugerem funcdes distintas
para o hidréxido de calcio e para a proteina do cemento-1 no processo de reparo observado

in vivo.
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Figura 3.3. A proteina do cemento-1 (CEMP-1) estd envolvida na proliferacdo e migragdo de células
do ligamento periodontal de humanos. (A) Um ensaio de cicatrizagcdo (wounding assay) foi utilizado
para avaliar a migracao de células do ligamento periodontal 0, 6, 12 e 18 horas apds estimulacdo com
CEMP-1 recombinante humana, hidréxido de calcio, CEMP-1 + hidréxido de calcio ou meio aMEM
sem soro (controle). CEMP-1 e hidréxido de calcio promoveram a migracdo celular, a qual foi inibida
guando a atividade de CEMP-1 foi bloqueada por um anticorpo anti-CEMP-1 ou um medicamento
bloqueador dos canais de calcio. Os graficos representam a porcentagem de aproximacao das bordas
da multicamada de células (wound closure) com o decorrer do tempo. Barra = 500um. Diferencas
estatisticamente significantes estdo indicadas por: a- comparado a 0 hora; b- comparado a 6 horas; c-
comparado a 12 horas; d- comparado ao controle; e- comparado a estimulacdo com hidréxido de
calcio isolada; f- comparado a estimulacdo com CEMP-1 isolada; n = 3; p < 0,05. (B) Os resultados
foram confirmados por meio de um ensaio quantitativo para migragdo celular por meio do uso de um
corante fluorescente (calceina-AM); g- comparado ao meio com soro fetal bovino a 10%; n = 6; p <
0,05. (C) A proliferacdo celular foi avaliada por meio de um ensaio baseado na atividade da enzima
desidrogenase mitocondrial para os periodos de tempo indicados apés tratamento com CEMP-1
recombinante humana, hidréxido de célcio, CEMP-1 + hidréxido de célcio ou meio sem soro; n = 3;
*p < 0,05. (D) Apds 18 horas, as células no teste de cicatrizacdo foram imunomarcadas para STRO-1,
um receptor presente em células da linhagem mesenquimal progenitora. Graficos representam a
porcentagem de células STRO-1 positivas no campo de visdo para cada tratamento. Barra = 50um.
Diferencas estatisticamente significantes estdo indicadas por: h- comparado a estimulagdo com

hidréxido de calcio isolada; i- comparado ao controle; n = 6; p < 0,05
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Para investigar se a proteina do cemento-1 estd envolvida na mineralizacdo de
células do ligamento periodontal, assim como estd em células derivadas de
cementoblastomas (Alvarez-Pérez et al., 2003) ou em fibroblastos gengivais mutantes que
expressam CEMP-1 (Carmona-Rodriguez et al., 2007; Villarreal-Ramirez et al., 2009), as
células do ligamento periodontal de humanos foram estimuladas com meio contendo B-
glicerofosfato e acido ascérbico com ou sem hidréxido de cdlcio na presenca ou ndo de
anticorpo anti-CEMP-1.

As células cultivadas em meio aMEM mantiveram sua morfologia fusiforme,
enquanto que as células mantidas em concentra¢des elevadas de hidréxido de célcio
perderam sua morfologia fibrobldstica inicial e passaram a exibir uma morfologia ovalada,
com projecOes citoplasmaticas curtas (Figura 3.4B). As mudancas na morfologia celular
juntamente com a expressdao aumentada de proteinas relacionadas a mineralizagdo podem
ser consideradas indicadores da diferenciagao cementoblastica (Yang et al., 2009).

Uma maior quantidade de nédulos de mineralizacdao foram depositados em células
estimuladas com hidréoxido de calcio, comparado as células mantidas em meio de cultura
sem hidréxido de cdlcio (Figura 3.4Ba, 3.4Bd). A drea dos nédulos de mineralizagdo também
foi maior nas culturas estimuladas com hidréxido de calcio (Figura 3.4B). As células ao redor
dos nédulos nas duas condi¢cbes expressavam CEMP-1 (Figuras 3.4Bb, 3.4Be), porém a
distancia dos nédulos, mais células expressavam CEMP-1 no grupo tratado com hidréxido de
calcio comparado com o grupo sem hidréxido de célcio (Figuras 3.4Bc, 3.4Bf). A intensidade
da expressdao de proteina do cemento-1 foi avaliada por densidade 6ptica e foi maior nas
células estimuladas com hidréxido de calcio em meio que favorece a mineralizacdao (Figura
3.4A).

A mineralizacdo foi maior quando houve adi¢do de hidréxido de célcio ao meio de
cultura (Figura 3.4C), entretanto quando as células foram incubadas com hidrdxido de cdlcio
juntamente com um anticorpo anti-CEMP-1, o qual bloqueia a atividade da proteina, menor
guantidade de mineralizacdo foi observada. Células incubadas em meio regular nao
apresentaram nédulos de mineralizagdo enquanto células incubadas em meio que favorece
a mineralizagdo e imunoglobulina G de coelhos mostraram niveis de mineralizagao
semelhantes a adicdo de PB-glicerofosfato e acido ascdrbico ao meio, indicando que o
bloqueio da atividade da proteina pelo anticorpo anti-CEMP-1 n3o acontece em funcado da
presenca e / ou toxicidade de imunoglobulinas, mas sim pelo bloqueio da atividade da

proteina CEMP-1.
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Figura 3.4. O hidroxido de cdicio estimula a expressdo de CEMP-1, a qual estd envolvida na formagdo
de nddulos de mineralizagdo. (A) As células do ligamento periodontal foram cultivadas em meio
oMEM suplementado ou ndo com hidréxido de calcio (10 mM) ou em meio aMEM contendo 10 mM
de B-glicerofosfato (BG) e 50 pug / ml de acido ascdrbico (AA), suplementado ou ndo com hidréxido de
calcio por 14 dias. As células foram imunomarcadas para CEMP-1 utilizando um anticorpo secundario
conjugado ao fluoréforo Texas-Red. O grafico apresenta a intensidade de fluorescéncia avaliada por
meio de analise da densidade O&ptica intracelular. Barra = 15 um. Diferencas estatisticamente
significantes estdo indicadas por: h- comparado ao meio aMEM; i- comparado ao meio aMEM
contendo BG e AA; j- comparado ao meio aMEM + hidréxido de calcio; n = 30; p < 0,05. (B) Os
nddulos de mineralizacdo foram contados em microscopia de luz convencional (a, d; barra = 100 um)
e a area de cada nédulo foi mensurada utilizando o Software Image J. A seguir, os nddulos foram
corados com Vermelho de Alizarina, imunomarcados para CEMP-1, e fotografias foram tomadas em
areas adjacentes aos (b, e) e distantes dos (c, f) nddulos de mineralizagcdo. Barra = 20 um; g-
comparado ao meio aMEM contendo BG e AA; n = 3; p < 0,05. (C) As células do ligamento
periodontal foram cultivadas por 28 dias em meio aMEM contendo BG e AA, suplementados ou nado
com hidréxido de célcio, e a atividade de CEMP-1 foi bloqueada utilizando um anticorpo policlonal
anti-CEMP-1 produzido em coelhos. Imunoglobulina G (IgG) de coelho foi usada como controle. O
grafico mostra o conteldo de Vermelho de Alizarina quantificado por espectrofotometria. Diferencgas
estatisticamente significantes estdo indicadas por: |- comparado ao meio aMEM; m- comparado ao
tratamento com anticorpo anti-CEMP-1 em meio aMEM contendo BG e AA; n- comparado ao meio
oMEM contendo BG e AA; o- comparado ao tratamento com anticorpo anti-CEMP-1 em meio aMEM

contendo BG e AA suplementado com hidréxido de célcio; n = 3; p < 0,05.
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O aumento na concentragéo extracelular de cdlcio leva ao aumento da expressdo de
proteinas especificas de cementoblastos e mineralizagdo

Para entender a funcdo do hidroxido de cdlcio na diferenciacdo de células do
ligamento periodontal, a expressdo de proteinas associadas a mineralizacdo em culturas
estimuladas com hidréxido de cdlcio por curto e longo prazo foi investigada. Para avaliacao
da viabilidade celular em contato com o medicamento, as células do ligamento periodontal
foram estimuladas com 1 a 20 mM de hidréxido de calcio por 24 horas (Figura 3.5A). Nestas
concentragdes o hidréxido de cdlcio é solivel em agua e foi dissolvido em meio aMEM sem
soro. Com o aumento da concentracdo de hidréxido de cdlcio houve uma reducdo dose-
dependente da viabilidade celular. Até 15 mM de hidréxido de calcio, mais de 90% das
células estavam vidveis e concentracdes menores do que esta foram selecionadas para os
experimentos subsequentes.

Diferentes concentracbes de hidroxido de cdlcio estimularam a expressdo de
proteinas relacionadas a mineraliza¢do por células do ligamento periodontal. A expressao de
CAP foi pouco influenciada pela presenca do hidréoxido de cdlcio 6, 12 e 24 horas apds
estimulacdo (Figura 3.5B), porém efeitos mais robustos puderam ser observados aos 3, 7 e
14 dias da cultura mantida em altas concentrag¢ées de hidréxido de calcio (Figura 3.5C). A
expressao da proteina CEMP-1 ndo foi detectada 6 horas apds estimulagdo com hidréxido de
calcio, porém foi detectada 12 horas apds a estimulagdo, sem ser evidenciada no grupo
controle (Figura 3.5B). Vinte e quatro horas apds estimulagdo com baixas doses de hidréxido
de cdlcio ndo houve alteracdo da expressdao basal de CEMP-1, enquanto 10 mM do
medicamento levou a pequena indu¢do da expressao da proteina. Novamente, efeitos mais
robustos foram observados apds 3, 7 e 14 dias da cultura. Aos 14 dias, a expressdao de CEMP-
1 foi mais alta para as células tratadas com hidréxido de calcio, independentemente da
concentragdo utilizada (Figura 3.5C). Padrdes similares foram observados para a proteina da
matriz dentindria-1.

A expressdo basal de sialoproteina 6ssea foi detectada nas células do ligamento
periodontal durante todo o periodo experimental e o hidréxido de calcio exerceu pouca
influéncia na expressao da proteina em periodos curtos de cultura, apés 6, 12 e 24 horas

(Figura 3.5B). Aos 3 e 7 dias da cultura, uma resposta dose-dependente foi observada (Figura
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3.5C) e aos 14 dias, ndo houve diferenca na expressao de sialoproteina dssea entre as células
tratadas com hidréxido de célcio e células-controle mantidas em meio aMEM sem soro.

Com o objetivo de investigar a diferenciacdo cementobl3stica induzida pelo hidréxido
de cdlcio, células do ligamento periodontal de humanos foram cultivadas em contato com o
medicamento por 7 e 14 dias e a atividade da enzima fosfatase alcalina foi avaliada (Figura
3.5D). Os resultados obtidos confirmaram o efeito estimulador do hidréxido de cdlcio na
atividade da enzima. As células cultivadas em meio a-MEM contendo B-glicerofosfato, acido
ascorbico e suplementadas com hidréxido de célcio apresentaram maior atividade da enzima
fosfatase alcalina aos 7 e 14 dias da cultura comparado as células cultivadas em meio a-
MEM contendo B-glicerofosfato e acido ascdrbico sem hidréxido de calcio. O hidréxido de
calcio em meio de cultura a-MEM ndo induziu o aumento da enzima fosfatase alcalina.

A formacdo de nddulos de mineralizacdo foi observada 14 e 21 dias apds tratamento
com hidréxido de calcio, enquanto que células mantidas em meio a-MEM suplementado
com B-glicerofosfato e acido ascérbico sem hidréxido de calcio ndao exibiram nédulos de
mineralizacdo detectdveis pela coloracido com Vermelho de Alizarina (Figura 3.5E). Essa
reposta foi tempo-dependente e no vigésimo oitavo dia da cultura um efeito dose-resposta
foi observado.

Em conjunto, estes resultados mostraram que o hidréxido de cdlcio estimulou a
expressao de proteinas relacionadas a mineralizagdo, a atividade da enzima fosfatase
alcalina e mineralizacdo em maior intensidade, comparado com células que ndo foram
estimuladas com hidroxido de calcio. Estes resultados confirmam a importancia do hidréxido

de célcio na diferenciacao de células do ligamento periodontal em cementoblastos in vitro.
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Figura 3.5. Elevacdo da concentracdo extracelular de cdlcio leva a maior expressdo de proteinas
cementoblasto-especificas e induz a mineralizagdo. (A) A viabilidade das células do ligamento
periodontal foi avaliada 24 horas apds tratamento com diferentes concentracdes de hidroxido de
cdlcio por meio de um ensaio que detecta a atividade da enzima desidrogenase mitocondrial; n = 6.
(B) As células do ligamento periodontal foram estimuladas com 1, 5 ou 10 mM de hidréxido de calcio
em meio aMEM sem soro por 6, 12 e 24 horas (ensaio de curto prazo), ou (C) em meio aMEM
contendo 1% de soro fetal bovino por 3, 7 e 14 dias (ensaio de longo prazo). A expressdo de CEMP-1
(50 kDa), CAP (56 kDa), DMP-1 (57 kDa) e BSP (70 kDa) foi determinada por Western blotting. GAPDH
(37 kDa) foi usado como controle interno; n = 3. (D) A atividade da enzima fosfatase alcalina foi
determinada aos 7 e 14 dias da cultura pds-tratamento com hidroxido de cdlcio; a- p < 0,05
comparado ao meio aMEM tempo e dose-pareados; n = 3. (E) A formacdo de nddulos de
mineraliza¢do foi avaliada por meio de coloragdo com Vermelho de Alizarina aos 7, 14, 21 e 28 dias
apos cultivo das células do ligamento periodontal em meio aMEM ou meio aMEM contendo BG +
AA, suplementados ou ndo com hidréxido de cdlcio. O grafico mostra a quantificacdo do conteldo de

Vermelho de Alizarina; n = 3.
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A expressd@o de proteinas especificas de cementoblastos é regulada por sinalizagdo via
proteinas quinases reguladas por sinal extracelular

Como ja foi salientado, a funcdo dos ions calcio na mineralizacdo da matriz
extracelular é bastante estudada, porém os mecanismos pelos quais o aumento na
concentracdo de cdlcio extracelular leva a expressdo de proteinas associadas a mineralizacdo
ainda é desconhecido. Dessa maneira, nés avaliamos a func¢do do hidréxido de calcio na
regulacdo de CAP e CEMP-1, proteinas consideradas especificas de cementoblastos (Arzate
et al., 1992; BarKana et al., 2000; Alvarez-Pérez et al., 2006). Ainda, sabendo que as
proteinas quinases ativadoras de mitose medeiam a expressio de CEMP-1 em
cementoblastos (Kajiya et al., 2008), nds inibimos as trés principais vias quinases desse
grupo (ERK- proteinas quinases reguladas por sinal extracelular, p38 e quinase c-Jun N-
terminal) para determinar se elas estavam envolvidas na diferenciacdo de células do
ligamento periodontal em cementoblastos.

O tratamento com hidréxido de calcio estimulou a expressdo de CAP e CEMP-1 como
previamente demonstrado. O bloqueador bioquimico das quinases reguladas por sinal
extracelular (ERK-1 e ERK-2) bloqueou a expressiao de CAP e CEMP-1 enquanto os
bloqueadores de p38 e JNK ndo exerceram nenhum efeito detectavel por Western blotting
(Figura 3.6A), indicando que o hidréxido de célcio estimula a expressdao de CAP e CEMP-1 via
ERK. Para confirmar se a via ERK estd ativada durante a resposta, experimentos tempo-
dependentes foram conduzidos para avaliar o grau de fosforilacdo de ERK apds tratamento
com hidréxido de calcio. O tratamento com hidréxido de célcio estimulou a fosforilacdo de
ERK-1 e ERK-2 de modo tempo-dependente, com o pico de fosforilagao de 30 a 45 minutos
apos estimulacdo e desfosforilacdo a seguir. A avaliacdo apds 12 horas, ou seja, em longo
prazo, confirmou o padrao ciclico de fosforilagdo de ERK apds tratamento com hidréxido de
calcio (Figura 3.6B). Os niveis totais de ERK permaneceram inalterados nas duas condices.

Para confirmar se a regulacdao de CAP e CEMP-1 é mediada via quinases reguladas por
sinal extracelular, a expressdao de ERK-1 e ERK-2 foi inibida utilizando silenciadores de RNA
(Figura 3.6C). A hipotése foi confirmada uma vez que a supressao simultanea de ERK-1 e
ERK-2 e estimulacdo com hidréoxido de cdlcio resultou na inibicdo de CAP e CEMP-1,
comparado com a estimulacdo com hidréxido de calcio isoladamente. A inibicdo da

fosforilacdo de ERK-1 e ERK-2 por meio de um inibidor bioquimico também impediu a
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mineralizagao quando as células foram estimuladas com hidréxido de cdlcio em meio que
favorece a mineralizagao (Figura 3.6D).

O aumento intracelular na concentragao de ions calcio, liberados a partir do reticulo
endoplasmatico, apds tratamento com ionomicina, leva a fosforilagdo de ERK (Chuderland et
al., 2008). Para avaliar se o aumento da concentragao extracelular de calcio influencia a
diferenciacdo celular via ERK, nds avaliamos se aumentando simultaneamente a
concentracgdo extracelular de calcio e bloqueando sua entrada na célula havia fosforilacdo de
ERK e sintese de CAP e CEMP-1. O bloqueio inespecifico dos canais de calcio, na presenca do
hidréxido de cdlcio, levou a um menor grau de fosforilagdo de ERK comparado com células
tratadas com hidréxido de calcio sem bloqueio dos canais de cdlcio. O tratamento com
medicamento bloqueador dos canais de cdlcio por 12 horas levou a uma diminui¢cdo dose-
dependente da expressdao de CEMP-1 e menor expressdao de CAP, confirmando a importancia

dos ions calcio no processo de diferenciagao celular (Figura 3.6E).

Figura 3.6. A expressdo de proteinas especificas de cementoblastos é regulada por sinalizacGo
via proteinas quinases reguladas por sinal extracelular. (A) As células do ligamento periodontal
foram pré-incubadas com inibidores bioquimicos para as proteinas quinases ativadoras de mitose
(MAPK): ERK (FR180204), p38 (SB203580) e quinase c-Jun N-terminal (SP600125). A seguir as células
foram estimuladas com meio de cultura sem soro contendo o inibidor + hidréxido de célcio. A
expressdo de CEMP-1 e CAP foi avaliada por Western blotting, 12 horas apés o estimulo. (B)
Experimentos tempo-dependentes mostram os efeitos do tratamento com hidréxido de célcio na
fosforilagdo de ERK-1 / ERK-2 (44 e 42 kDa). (C) Os efeitos da inibicdo de ERK-1 / ERK-2 por
silenciadores de RNA (siRNA) na expressdo de CAP e CEMP-1, estimuladas pelo hidréxido de célcio,
foram investigados com o objetivo de confirmar os resultados obtidos com o inibidor bioquimico de
ERK. A eficicia do silenciamento de RNAm para ERK-1 / ERK-2 na expressdo da proteina foi avaliado
por meio de Western blotting. (D) Os efeitos da inibicdo de ERK na formacdo de nddulos de
mineraliza¢do foram avaliados e o grafico mostra o conteudo de Vermelho de Alizarina em células do
ligamento periodontal estimuladas com hidréoxido de calcio na presenga ou ndo do inibidor
bioquimico de ERK. Diferencas estatisticamente significantes estdo indicadas por: a- comparado ao
meio aMEM contendo BG e AA com hidréxido de calcio; b- comparado ao aMEM contendo BG e AA;
n =3, p < 005 (E) Os efeitos de um medicamento bloqueador dos canais de calcio
(Methoxyverapamil Hydrochloride) na fosforilagdo de ERK-1 / ERK-2 foram avaliados 30 minutos apds
o tratamento com hidréxido de célcio e / ou com o medicamento, enquanto que o efeito na

expressao de CAP e CEMP-1 foram avaliados 12 horas apds o estimulo.
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DiscussAo

A regeneracdo dos tecidos periodontais pds-tratamento endodontico, em dentes
com lesdes periapicais, € um processo dificultado em funcdo da variedade de tecidos que
precisam ser formados para estabeler as condicdes de normalidade na regido periapical.
Dentre estes tecidos estd o cemento, uma estrutura importante que permite a ancoragem
das fibras do ligamento periodontal ao elemento dental. Neste estudo foi demonstrado que
o hidréxido de calcio promove cementogénese por células do ligamento periodontal, as
quais, apods estimulacdo com o medicamento, passaram a expressar maior quantidade de
CAP e CEMP-1, proteinas indicadoras de um fenétipo cementobldstico.

Nos dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endodontico em sessao
Unica ndo houve formacgdo de tecido mineralizado obliterando o forame apical e nos dentes
com vitalidade pulpar submetidos ao tratamento endodontico o processo de mineralizagdo
estava atrasado em relacdo aos espécimes nos quais foi utilizado o hidréoxido de célcio como
curativo de demora (Capitulo 2), indicando, portanto, que o hidroxido de célcio pode ser o
mediador do processo de mineralizagao in vivo.

Neste estudo foi utilizado como curativo de demora uma pasta a base de hidroxido
de cdlcio em um veiculo viscoso (Calen®), uma vez que é conhecido que o polietilenoglicol
400 permite a dissocia¢do lenta dos ions cdlcio e hidroxila, mantendo os efeitos benéficos
desta dissociacdo por mais tempo na area desejada e, portanto, prolongando sua acao
(Benatti-Neto, 1984; Silva, 1988; Leonardo, 2008). Os efeitos benéficos da dissociacdo lenta
da pasta para uma resposta tecidual mais favoravel foram demonstrados previamente (Silva,
1988; Leonardo et al., 1993; Nelson-Filho et al., 1999).

O ligamento periodontal é composto por células em diferentes estagios de
diferenciacdo celular e comprometimento com linhagens celulares especificas, podendo
dessa maneira, potencialmente contribuir para o processo de cementogénese, sob estimulos
adequados. In vitro, as células do ligamento periodontal cultivadas em meio contendo acido
ascorbico e B-glicerofosfato sdo capazes de formar nédulos de mineralizacdo e expressar
RNAmM para proteinas associadas a mineralizagdao, dentre eles fosfatase alcalina,
osteopontina, osteocalcina, sialoproteina dssea e osteonectina (Liu et al., 1997; Hayami et
al., 2007; Xu et al., 2009). Neste estudo foi demonstrado, pela primeira vez, que o aumento
na concentracdo extracelular de calcio, apds estimulacdo das células com hidréxido de

calcio, leva a diferenciacdo das células do ligamento periodontal em células com um
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fenétipo cementoblastico e posterior mineralizagdo in vitro e in vivo. A regulacdo da
expressdo de CAP e CEMP-1 e mineralizagdo foram mediados por ERK-1 / ERK-2, proteinas
quinases da familia das proteinas quinases ativadoras de mitose. Apds bloqueio dos canais
de cdlcio, por meio de um pan-inibidor de canais de calcio, houve inibicao da fosforilacdo de
ERK-1 / ERK-2 e, portanto, da expressdo de CAP e CEMP-1, indicando que a diferencia¢do
cementobldstica e cementogéneses induzidos pelo hidréxido de célcio é mediada via ERK
MAPK. Ainda, nossos resultados contribuem para esclarecer o papel de CEMP-1 no
recrutamento, proliferacdo e mineralizagdo de células presentes no ligamento periodontal
de humanos.

In vivo, as proteinas CEMP-1 e STRO-1 estavam co-localizadas em células adjacentes a
superficie radicular, em dreas onde o neocemento havia sido depositado apds o tratamento
de canais radiculares, sugerindo que as células que depositaram o tecido mineralizado de
reparacao apresentavam origem mesenquimal. In vitro, a estimulacdo das células do
ligamento periodontal com a proteina do cemento-1 recombinante humana estimulou a
proliferacdo e migracao celular, com a frente de migracdo composta por células positivas
para o receptor de superficie STRO-1. Estes resultados corroboram com estudos prévios
demonstrando que as células positivas para STRO-1 estdo localizadas préximo ao cemento
(Chen et al., 2006). Embora a co-localizacdao de células positivas para CEMP-1 e STRO-1 ainda
ndo tenha sido descrita, nossos resultados sugerem uma possivel relacdo entre essas duas
moléculas na formac¢do do cemento durante a reparac¢do tecidual.

Durante o processo de reparo / regeneracdo dos tecidos apicais sdo necessarios
estimulos bioquimicos para a proliferacdo, migracdo, adesdo e diferenciacdo celular de
células indiferenciadas em um fendtipo cementoblastico. A proteina do cemento-1 pode ser
um mediador destes processos, uma vez que, in vitro, CEMP-1 foi capaz de estimular a
proliferacdo celular e migracao de células mesenquimais STRO-1 positivas. O papel de CEMP-
1 como um quimioatrativo e promotor de mineraliza¢do foi confirmado apds o bloqueio da
atividade da proteina, por meio de um anticorpo anti-CEMP-1, ocasionando migracao celular
atrasada e menor grau de mineralizacdo se comparado as culturas estimuladas com a
proteina isoladamente. Ainda, as células cementoblasticas CEMP-1 positivas observadas in
vitro em contato direto com os nédulos de mineralizagdo corroboram com o possivel papel
para CEMP-1 na regulacdo da cementogénese.

O papel da proteina do cemento-1 no processo de mineralizacdo foi demonstrado
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utilizando células expandidas a partir de cementoblastomas, nas quais apds o bloqueio da
atividade de CEMP-1 ha menor atividade da enzima fosfatase alcalina e menor expressdo de
sialoproteina déssea e osteopontina, sem alterar a proliferacdo e viabilidade celulares
(Alvarez-Pérez et al., 2003). A transfeccdo do cDNA para CEMP-1 em fibroblastos gengivais,
células que usualmente ndo expressam CEMP-1, levou ao desenvolvimento de um fendtipo
cementobldstico nestas células. As células geneticamente modificadas passaram a expressar
RNAm e proteinas para fosfatase alcalina, sialoproteina dssea, CAP, osteocalcina,
osteopontina e Runx2 / Cbfa-1 e foram capazes de sintetizar nddulos de mineralizagdo
(Carmona-Rodriguez et al., 2007; Villareal-Ramirez et al., 2009).

Nossos resultados demonstraram que o aumento na concentracdo extracelular de
calcio estimulou a expressao de proteinas relacionadas a mineraliza¢dao (CAP, CEMP-1, DMP-
1 e sialoproteina dssea) e a utilizacdo de um bloqueador inespecifico de canais de cdlcio
impediu a expressdo das proteinas cementoblasto-especificas CEMP-1 e CAP. Estes
resultados indicam que os ions cdlcio sdo importantes para o processo de diferenciacdo
celular, ainda que a modulagdo intracelular da concentracdo de calcio e os possiveis o0s
receptores envolvidos nestas condi¢cdes sejam desconhecidos. Possiveis candidatos a
mediadores do processo incluem canais de calcio operados por ligantes, os receptores
sensiveis ao calcio extracelular (CaR), receptores glutamatérgicos ou receptores GABAérgicos
(Breitwieser, 2008; Yamaguchi, 2008).

No meio intracelular, calcio é um regulador conhecido da expressdao génica em
osteoblastos, a qual é modulada via calmodulina e proteinas quinases calcio-dependentes
(Zayzafoon, 2006). Diversas respostas celulares a variagcdo na concentragao intracelular de
calcio tem sido relatada em osteoblastos, embora o papel dos ions calcio na diferenciacdo de
cementoblastos ndo seja conhecida. Em osteoblastos, o aumento na concentragado
intracelular de calcio ativa a proteina calmodulina, a qual se liga e ativa a proteina quinase
dependente de calcio-calmodulina tipo Il (CaMKIl). CAMKII por sua vez é responsavel pela
fosforilacdo das proteinas quinases ativadoras de mitose reguladas por sinal extracelular
ERK-1 e ERK-2, moléculas sinalizadoras intermediarias da expressao de genes especificos de
osteoblastos via regulacdo do fator de transcricio c-fos (Zayzafoon et al., 2005). O
silenciamento do RNAm para ERK-1 e ERK-2 confirmou o papel desta via na diferenciagao de
células do ligamento periodontal em um fendtipo cementoblastico apds tratamento com

hidréxido de calcio, corroborando com estudos prévios que demostraram que a via de
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sinalizacdo ERK-1 e ERK-2 é ativada em resposta ao aumento da concentracdo extracelular
de calcio em células da linhagem osteoblastica 2T3, estimulando a expressdao de RNAm para
Runx2, osteopontina e osteocalcina (Yamaguchi et al., 2000; Dvorak et al., 2004).

Durante o processo de diferenciacao celular, é importante que primeiramente ocorra
o recrutamento de células mesenquimais indiferenciadas para a drea de interesse. Os
resultados deste trabalho fornecem evidéncias de que a proteina do cemento-1 poderia ser
um mediador do processo de recrutamento e diferenciacio de células do ligamento
periodontal em cementoblastos, uma vez que CEMP-1 foi capaz de estimular a migracao
celular de células STRO-1 positivas e mineralizagdo em culturas mantidas em meio contendo
B-glicerofosfato e dcido ascérbico. A importancia das células STRO-1 positivas no processo
de reparacdo / regeneracdo periodontal advém de estudos prévios que demonstraram que
células do ligamento periodontal STRO-1 positivas, inseridas em um arcabougo ceramico de
hidroxiapatita e fosfato tricdlcico e a seguir transplantadas em defeitos periodontais
artificialmente criados em ratos imunocomprometidos, foram capazes de depositar uma fina
camada de cemento na superficie do arcabouco (Seo et al., 2004). Células do ligamento
periodontal de humanos, inseridas em um arcabouco ceramico de hidroxiapatita e fosfato
tricdlcico e transplantadas no tecido subcutaneo de camundongos, também induziram a
deposicdo de um tecido ésseo / cementdide na superficie do arcabouco e as células ao redor
do tecido neoformado apresentaram expressdao aumentada de RNAm para osteocalcina,
sialoproteina dssea, CEMP-1 e periostin, diferentemente do grupo controle, nos quais foi
implantado somente o arcabouco sem células (Fujii et al., 2008).

Os resultados deste estudo corroboram e complementam estudos prévios, uma vez
gue nesta pesquisa foi demonstrada a presenca de um tecido mineralizado semelhante ao
cemento no apice dental, em dentes submetidos ao tratamento endodontico utilizando o
hidréxido de calcio como curativo de demora. Ao redor do tecido mineralizado, as células
foram imunomarcadas positivamente para STRO-1 e CEMP-1, confirmando sua natureza
mesenquimal e cementoblastica. Estes dados em conjunto com os estudos in vitro indicam
que o tratamento com hidréxido de cdlcio leva a expressdo da proteina do cemento-1 por
um mecanismo dependente de proteinas quinases ativadoras de mitose reguladas por sinal
extracelular. Concomitantemente, a expressao de CEMP-1 modula o recrutamento de
células mesenquimais STRO-1 positivas e medeia o processo de cementogénese. O modelo
proposto para o processo de cementogénese mediada por CEMP-1 e ERK apds estimulagao

com hidréxido de cdlcio esta demonstrado na Figura 3.7.
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Figura 3.7. Modelo proposto para o processo de cementogénese mediada por CEMP-1 e ERK apds

estimulagdo com hidroxido de cdlcio. A dissociacdo dos ions cdlcio a partir do hidréxido de célcio

aplicado no interior dos canais radiculares leva ao aumento da concentragdo extracelular de célcio e

a expressao de cementum attachment protein (CAP) e proteina do cemento-1 (CEMP-1) via proteinas

quinases ativadoras de mitose reguladas por sinal extracelular (ERK-1 / ERK-2). CEMP-1

esta

envolvida na migracdo de células mesenquimais progenitoras STRO-1 positivas e juntamente com o

hidroxido de calcio modula a migracdo, proliferacdo e diferenciacdo de células do ligamento

periodontal em um fendtipo cementobldstico. As células diferenciadas secretam CEMP-1 a qual

envolvida na cementogénese e mineralizacdo da matriz extracelular durante o reparo apical.

esta
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Neste estudo a neoformacao do cemento foi avaliada in vivo em um modelo animal
e a partir dos resultados obtidos foram investigados os mecanismos celulares e
intracelulares envolvidos no processo. De acordo com os resultados obtidos nestas
avaliagdes podemos concluir que:

v A diferenciacdo de células do ligamento periodontal em células com fendtipo
semelhante ao do cementoblasto leva a deposi¢ao de tecido mineralizado in vivo no
apice do elemento dental.

v'In vitro, células do ligamento periodontal de humanos estimuladas com hidréxido
de calcio expressam proteinas especificas de cementoblastos (CEMP-1 e CAP) e sao
capazes de sintetizar nddulos de mineralizacdo. A diferenciacdo celular e
mineralizacdo sdao mediadas via proteinas quinases ativadoras de mitose reguladas
por sinal extracelular (ERK).

v" A acdo do hidréxido de célcio nas células do ligamento periodontal de humanos
ocorre via canais de calcio, uma vez que o bloqueio inespecifico destes canais inibiu
a fosforilagcao de ERK-1 e ERK-2 e, portanto, a expressao de CEMP-1 e CAP.

v" A proteina do cemento-1 estd envolvida na migracdo, proliferacdo e mineraliza¢3o
de células do ligamento periodontal e parece ser central durante a diferenciagdo
celular, uma vez que o bloqueio da atividade de CEMP-1 inibiu estes processos

importantes para a cementogénese.
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste estudo pudemos concluir que:

v Utilizando-se a avaliacdo microscépica como padrdo-ouro, observou-se que a
tomografia computadorizada de feixe cOnico permitiu a detec¢dao de lesdes
periapicais com maior sensibilidade e acuracia do que a radiografia periapical
convencional.

v Histologicamente, as lesdes periapicais experimentais apresentaram bactérias
distribuidas pelo sistema de canais radiculares e lacunas de reabsor¢do do cemento,
além de estarem associadas a maior desorganizacdo das fibras coldgenas e expressao
de metaloproteinases da matriz. A presenca das metaloproteinases da matriz em
processos inflamatérios periapicais de humanos (cistos e granulomas) foi
demonstrada.

v" Nos dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endodéntico em sessdo
Unica, o desfecho do tratamento de canais radiculares foi caracterizado pela
manutencdo ou progressao da lesdo periapical. Por outro lado, nos dentes com lesdao
periapical submetidos ao tratamento endodéntico utilizando o hidréoxido de célcio
como curativo de demora, maior nimero de espécimes apresentaram diminuicdo da
lesdo periapical.

v A expressio de metaloproteinases da matriz foi modulada pelo tratamento
endodontico quando se utilizou o hidroxido de cdlcio como curativo de demora,
enquanto o tratamento endodontico em sessdo Unica permitiu alta expressdao de
metaloproteinases da matriz, similarmente aos dentes com lesdo periapical ndo
submetidos ao tratamento endodontico.

v" Nos dentes submetidos ao tratamento endodéntico utilizando o hidréxido de célcio
como curativo de demora, foi evidenciada neoformacdao de cemento na regido do
forame apical, diferentemente dos dentes submetidos ao tratamento endoddéntico
em sessdo Unica.

v Células do ligamento periodontal de humanos estimuladas com hidréxido de calcio
expressaram proteinas especificas de cementoblastos (CEMP-1 e CAP) e foram
capazes de sintetizar nddulos de mineralizagdo. A diferenciacdo celular e

mineralizacdo nestas células foram mediadas por proteinas quinases ativadoras de
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mitose reguladas por sinal extracelular (ERK).

v' A acdo do hidroxido de célcio nas células do ligamento periodontal de humanos
ocorreu via canais de calcio, uma vez que o bloqueio inespecifico destes canais inibiu
a fosforilagcao de ERK-1 e ERK-2 e, portanto, a expressao de CEMP-1 e CAP.

v A proteina do cemento-1 estimulou a migracdo, proliferacido e mineralizac3o
mediada por células do ligamento periodontal e parece ter um papel central na
diferenciacdo e atividade celular, uma vez que o bloqueio de CEMP-1 inibiu estes

processos importantes para a cementogénese.

CONSIDERAGOES FINAIS

Ainda que os resultados obtidos no presente estudo venham a corroborar com
estudos prévios demonstrando que o hidrdxido de calcio é um medicamento que induz a
reparacao apical e periapical pds-tratamento de canais radiculares, os resultados obtidos
pela tomografia computadorizada indicam que ainda existe uma considerdvel persisténcia
da lesdo periapical refratdria ao tratamento endodontico.

Estes resultados podem ser vistos como uma necessidade de pesquisas que
identifiquem os mediadores bioquimicos envolvidos no desenvolvimento, progressdo e
maturacdo das lesGes periapicais. Este conhecimento fornecerd embasamento cientifico
para o desenvolvimento de pesquisas futuras na busca por medicamentos associados ou ndo
ao hidréxido de cdlcio com o objetivo de permitir o reparo dos tecidos cementdrios e ésseo
em tempo mais oportuno.

A investigacdo de vias sinalizadoras ativadas na inflamacgdo periapical e, portanto, a
descoberta de novos mediadores envolvidos na patologia periapical poderdao determinar
novas estratégias terapéuticas a serem implementadas na pratica clinica visando a
modulacdo farmacolégica da inflamacdo em dentes portadores de lesGes periapicais e um

progndstico mais favoravel pdés-tratamento de canais radiculares.
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APENDICE

APENDICE A- Médias e desvios-padrdo dos parametros hematoldgicos e componentes bioquimicos sanguineos

dos animais em diferentes periodos experimentais e respectivos valores de referéncia

Parametros Tempo

hematolégicos e Unidade Valores de
Inicial Apos 45 dias Ap6s 180 dias

componentes referéncia*

bioquimicos sanguineos Média Desvio-padrio Média Desvio-padrio Média Desvio-padrio

Hemograma Completo

Série Vermelha

Eritrécitos x10°/ ul 5,83 0,91 5,55 0,58 5,6 0,91 5,5-8,5
Hemoglobina g/dl 13,1 2,16 12,8 1,4 12,65 2,09 12-18
Hematécrito % 40,53 6,34 39,66 4,37 38,86 6,23 37-55
V.C.M. (volume

fL 69,57 2,67 71,47 2,27 69,58 4,12 66-77
corpuscular médio)
C.H.C.M. (concentragdo
de hemoglobina % 32,2 0,79 31,48 2,76 32,53 0,7 31-36
corpuscular média)
Série Branca
Leucdcitos x10°/ ul 10,9 3,93 11,36 2,89 10,66 3,03 6,0-17
Neutréfilos x10°/ ul 6,88 2,59 5,96 1,51 5,58 2,19 3,0-11
Eosindfilos x10°/ ul 0,58 0,51 71,72 1,03 0,81 0,76 0,1-1,2
Linfécitos x10°/ ul 3,42 1,28 4,06 1,64 3,54 1,44 1-5
Mondcitos x10°/ ul 0,7 2,31 0,61 2,91 0,73 0,33 0,1-1,3
Plaquetas x10°/ ul 240,68 84,82 346,66 40,1 224,36 47,85 200-500
Exame sérico
Fosfatase alcalina u/L 74,66 29,05 75,08 56,44 58,4 32,45 33-102
TGP u/L 53,26 78,99 44,41 44,4 38,86 24,54 21-73

* Kaneko (1989)
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Resumos publicados
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de cdlcio envolve a expressao de proteina do cemento-23 via quinases reguladas por
sinal extracelular (ERK-1 / ERK-2). Anais da XXIV Reunido Anual da Federagdo de
Sociedades de Biologia Experimental (FeSBE) 2009;24:114.
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promotes cementogenesis and induces cementoblastic differentiation of PDL cells in
a CEMP-1 and ERK-dependent manner. Braz Oral Res 2009;23:18.

Trabalhos apresentados em eventos nacionais e internacionais

1

Paula-Silva FWG, Ghosh A, Silva LAB, Kapila YL. TNF-alpha promotes an odontoblastic
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repair after root canal treatment. 37th Annual Meeting & Exhibition of the American
Association for Dental Research, 2008, Dallas, EUA.

Paula-Silva FWG, Ghosh A, Silva LAB, Kapila YL. Latent TNF-alpha mediated
expression of MMPs by pulp versus PDL cells. 86th General Session & Exhibiton of the
International Association for Dental Research and 32nd Annual Meeting of the
Canadian Association for Dental Research, 2008, Toronto, Canada.
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Biologia Experimental (FeSBE), 2009, Aguas de Linddia, Brasil.

Paula-Silva FWG, Ghosh A, Arzate H, Kapila S, Silva LAB, Kapila YL. Calcium hydroxide
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a CEMP-1 and ERK-dependent manner. 26a Reunidao Anual da Sociedade Brasileira de

Pesquisa Odontoldgica, 2009, Aguas de Linddia, Brasil.

Meng¢ao Honrosa

Mencado honrosa pela apresentagao do trabalho “Indugdo da diferenciacdao de células
do ligamento periodontal em cementoblastos envolve a expressdao de CP-23 via
quinases reguladas por sinal extracellular (ERK-1 / ERK-2)”, na XXIV Reunido Anual da

Federacdo de Sociedades de Biologia Experimental (FeSBE) em 2009.
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