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“Dos nossos medos

nascem as nossas coragens,
e em nossas duvidas,

vivem as nossas certezas.

Os sonhos anunciam

outra realidade possivel,

e os delirios outra razao.

Nos descaminhos
esperam-nos descobrimentos,
porque é preciso perder-se

para voltar a encontrar-se.”

Eduardo Galeano
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar a biocompatibilidade em tecido conjuntivo de ratos
do NeoMTA Plus (NMP) e comparar com o Agregado Trioxido Mineral (MTA) e
Biodentine (BD). Foram utilizados 18 ratos divididos em 3 grupos (n=6) para cada
periodo experimental (7, 30 e 90 dias). Tubos de polietileno contendo os materiais,
tendo como controle o tubo vazio foram implantados. Decorridos os periodos
experimentais e apos processamento histolégico, observou-se as caracteristicas do
componente celular inflamatério, da condensacdo fibrosa e da formacédo de
abscesso. A andlise estatistica entre os grupos foi realizada através do teste de
Friedman, complementado pelo teste de Dunn. As comparacfes entre os periodos
experimentais foram realizadas através do teste de Kruskall-Wallis complementado
pelo teste de Dunn (P<0,05%). Nao houve diferenca estatistica significante quando
se avaliou os diferentes materiais no mesmo periodo experimental para todos os
eventos inflamatérios (P>0,05). Em relacdo a presenca de infiltrado inflamatério, foi
encontrada diferenca significante entre os periodos experimentais de 7 e 90 dias nos
grupos NeoMTA Plus, Biodentine e controle, havendo diminuicdo da inflamacé&o. Foi
encontrada predominancia de infiltrado linfoplasmocitario em todos materiais no
periodo de 7 dias, havendo diminuicéo significante desse componente no periodo de
90 dias. O NeoMTA Plus e o grupo controle apresentaram diminuicao de linfécitos e
plasmacitos entre os periodos de 30 e 90 dias (P<0,05). Apenas o Biodentine, aos 7
dias, apresentou escore 2 (leve) de neutréfilo com diminuigdo do primeiro periodo
para os periodos de 30 e 90 dias (P<0,05). Com excec¢édo do MTA, houve diminui¢céao
do macréfago ao longo do tempo, porém, foi encontrado diferenca estatistica nos
grupos NeoMTA Plus e controle entre os periodos de 7 e 90 dias (P<0,05). No que
diz respeito a presenca de célula gigante, ndo foi constatada diferenca entre os
periodos em nenhum dos materiais testados (P>0,05). Houve auséncia desse
componente para 0s grupos NeoMTA plus e controle, e escore leve para o
Biodentine e MTA. Foi encontrada presenca de condensacao fibrosa e evolugao no
espessamento estatisticamente significante entre os periodos 7 e 90 dias em todos
materiais (P<0,05). Considerando este resultados, os materiais testados no estudo

podem ser considerados biocompativeis.



Palavras-chave: Endodontia, biocompatibilidade, material reparador, silicato
de célcio.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the biocompatibility in connective tissue of
rats of NeoMTA Plus (NMP) and to compare it to Mineral Trioxide Aggregate (MTA)
and Biodentine (BD). Eighteen rats were divided into three groups (n = 6) for each
experimental period (7, 30 and 90 days). Polyethylene tubes containing the materials
and empty tubes (control) were implanted. After the experimental periods and
histological processing, observations were made of the cellular inflammatory
component, the fibrous condensation, and the abscess formation. Statistical analysis
among groups was performed using the Friedman and Dunn test. The comparisons
among experimental periods were performed using the Kruskall-Wallis and Dunn test
(P<0.05%). There was no statistically significant difference when the different
materials were evaluated in the same experimental period for all inflammatory events
(P> 0.05). In relation to the presence of inflammatory infiltrate, a significant difference
was found among 7 and 90 days to NeoMTA Plus, Biodentine and control groups,
with a decrease in inflammation. It was found predominance of lymphoplasmacytic
infiltrate in all materials in the period of 7 days, with a significant decrease of this
component in 90 days. NeoMTA Plus and control group showed decreased
lymphocytes and plasmocytes among 30 and 90 days (P<0.05). Only Biodentine, at 7
days, presented score 2 (light) to neutrophil with a decrease in the first period for the
periods of 30 and 90 days (P<0.05). With the exception of MTA, there was a
decrease in macrophage over time, but a statistical difference was found in the
NeoMTA Plus and control groups among 7 and 90 days (P<0.05). Regarding the
presence of giant cells, no difference was found among the periods in any of the
tested materials (P> 0.05). There was absence of this component for NeoMTA plus
and control groups, and light score for Biodentine and MTA. It was found fibrous
condensation and evolution in thickening among 7 and 90 days in all materials
(P<0.05). Considering these results, the materials tested in the study can be

considered biocompatible.

Keywords: Endodontics, biocompatibility, repair material, calcium silicate
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1 INTRODUCAO

A exposicao da polpa dentaria pode ocorrer devido a carie, trauma ou durante
0 preparo cavitario. Nesses casos, preservar o tecido pulpar em um estado saudavel
€ importante no tratamento de dentes com polpa vital, principalmente onde nao
houve a completa formag&o radicular (NAIR et al.,, 2009). Por essa raz&o, o
tratamento conservador da polpa é um procedimento frequentemente utilizado na
pratica clinica. O objetivo principal desse tratamento é a manutencdo das
caracteristicas histologicas normais do tecido conjuntivo remanescente através da
protecdo da &rea exposta com um material biocompativel e pela formacdo de uma
barreira completa do tecido calcificado. (LEE et al., 2015).

Em casos de apice incompleto, permite ainda a continuacdo da formacéao
radicular, o que leva ao fechamento fisiol6gico apical com estrutura radicular
fortalecida (KATEBZADEH; DALTON; TROPE, 1998). Por outro lado, em dentes
imaturos onde h& perda de vitalidade, o tratamento requer primeiramente a
eliminacao da infeccéo bacteriana do canal radicular para posterior selamento apical
com material reparador que ir4 estimular a formacéo de tecido calcificado.

Por outro lado, o material em contato com o periodonto ou extravasado pode
dificultar o desenvolvimento do processo de reparo que muitas vezes se da através
da fagocitose por células inflamatérias e do encapsulamento do "objeto estranho”
por um tecido conjuntivo fiboroso (MENDONCA & ESTRELA, 2001).

A escolha de um correto material reparador € definitiva para o sucesso do
tratamento conservador e no tratamento de dentes imaturos, compreendendo-se a
importancia crescente na evolucdo dos materiais para este fim. Um material ideal
deve ter biocompatibilidade e ser capaz de induzir diferenciacdo celular do tecido,
formar tecido mineralizado, além de possuir atividade antibacteriana (LIU; WANG;
DONG, 2015).

Biocompatibilidade é a capacidade que um material possui de obter uma
resposta bioldgica apropriada quando aplicada a um tecido biolégico (WILLIANS,
2008). Um material € considerado biocompativel quando a resposta inflamatoria
induzida por ele ao tecido se torna insignificante ao longo do tempo (SILVEIRA et al.,
2011).

A implantacdo de materiais endodénticos em tecido conjuntivo de ratos € um

dos métodos mais utilizados para determinar biocompatibilidade, devido a
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semelhanca do genoma de ratos e humanos (DA FONSECA et al.,, 2016; KOLA,
2004; MARCIANO et al., 2016). A capacidade de gerar efeito inflamatério pode ser
avaliada através do exame histopatolégico do tecido que envolve o implante
(ZMENER; GUGLIELMOTTI; CABRINI, 1988; SILVEIRA et al., 2011).

A cura pulpar apdés exposicado direta a polpa € um complexo processo
molecular e celular. Schroder, em 1985, descreve o primeiro estagio envolvendo a
migracdo vascular e inflamatoria de células, proliferacdo e adeséao, para controlar e
eliminar o irritante. Na segunda etapa, a reparacdo ocorre com migracao,
proliferacéo e adeséo de células-tronco mesenquimais da polpa dentaria.

Materiais que reivindicam melhor desempenho s&o continuamente
introduzidos e comercializados, exemplo disso sdo os diversos materiais
odontoldgicos a base de silicato de célcio como: Biodentine (BD; Septodont, Saint-
Maur-de-Fosses, France), Agregado Trioxido Mineral (MTA, Angelus, Londrina, PR,
Brasil) e Neo MTA Plus (NMP, Avalon Biomed Inc. Bradenton, FL, USA). O NeoMTA
Plus, recém-lancado no mercado, de acordo com o fabricante, € indicado para
capeamento pulpar, pulpotomia, selamento de perfuracfes e obturacdo retrograda.

Apesar de serem a base de silicato de célcio, 0s mesmos possuem outros
diferentes componentes em sua formula que podem interferir na compatibilidade
bioldégica quando em contato com tecido conjuntivo.

Estes materiais reagem com agua para produzir gel de hidrato de silicato de
calcio e hidréxido de calcio. O célcio em contato com solugdes fisiolégicas forma
uma camada de hidroxiapatita na superficie do cimento. Valores de pH alcalinos
também estimulam a formacdo da hidroxiapatita. Além disso, os ions hidroxila
estimulam a liberacéo de fosfatase alcalina e proteina morfogenética 6ssea 2 (BMP-
2), que participam do processo de mineralizacdo (GANDOLFI et al., 2014).

Ainda, o pH favoravel ativa a fosfatase alcalina, liberando ions fosfato que
reage com o0s ions calcio da corrente sanguinea gerando uma matriz organica de
fosfato, ou seja, a hidroxiapatita.

A capacidade dos materiais a base de silicato de célcio de liberar ions calcio e
formar hidroxiapatita implica no potencial de bioatividade e biocompatibilidade dos
cimentos a base de silicato de calcio (TAY et al., 2007; CAMILLERI; SORRENTINO;
DAMIDOT, 2013) e € um fator chave para terapias endoddnticas conservadoras bem
sucedidas.

Embora a compatibilidade biolégica seja uma caracteristica essencial em um
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material utilizado para reparo, ndo existem estudos na literatura que avaliem essa

propriedade do material NeoMTA Plus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Métodos de avaliacdo de biocompatibilidade

Diversos testes devem ser realizados para que seja determinada a
biocompatibilidade de um material odontoldgico. Estes podem ser divididos em trés
niveis: testes iniciais de toxicidade, secundarios e testes de “aplicacédo” (COSTA &
SOUZA, 2005). Dentro de cada nivel existem diferentes metodologias empregadas

de acordo com a indicacéo e aplicacdo do material pesquisado.

2.1.1 Testes iniciais

Os testes iniciais determinam de maneira preliminar o comportamento dos
materiais testados e/ou de seus componentes. Esse nivel de teste ndo leva em
consideracdo o modo de aplicacdo do material testado (PETERS, 2013). Os testes
de citotoxicidade permitem o desenvolvimento de protocolos estandardizados e
reproduziveis (PETERS et al., 2001) por isso € o teste inicial mais comumente
utilizado (COSTA & SOUZA, 2005).

Citotoxicidade é definida como a capacidade de um material impactar a
viabilidade celular. Esse teste determina capacidade de inibicdo de crescimento, lise
celular e demais efeitos celulares que podem ser causados pelas substéancias
testadas (PETERS, 2013).

Vérios tipos de linhagens celulares tém sido utilizadas em pesquisas de
citotoxicidade de materiais odontolégicos para tratamento conservador da polpa,
como por exemplo, células pseudo-osteoblasticas (ATTIK et al., 2014), células-
tronco pulpares (LUO et al.,, 2014, PERARD et al., 2013), fibroblastos gengivais
humanos (ZHOU et al., 2013), linhagem celular pseudo-odontoblastica (PERARD et

al., 2013), entre outras.
2.1.2 Testes secundarios
Estes estudos tem finalidade de fornecer dados cientificos sobre a interacéo

do material com sangue, tecido conjuntivo e tecido ésseo. Dos cinco testes

secundéarios recomendados (teste de irritacdo da membrana mucosa, toxicidade
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dérmica por exposicdo repetida, implantacdo subcutanea, implantacdo em tecido
0sseo e sensibilizacdo), o teste de implantacdo de materiais em tecido conjuntivo
subcutéaneo de animais tem sido utilizado com larga frequéncia para avaliar materiais
recomendados para terapia pulpar (COSTA; HEBLING; SOUZA, 2005).

Modelos experimentais com roedores tém sido amplamente utilizados com
variagdo metodologica na forma de armazenamento dos materiais testados como,
por exemplo, injecdo direta em tecido conjuntivo subcutaneo (YESILSOY et
al.,1988), colocacdo do material em tubos de dentina (HOLLAND, 1999), tubos de
teflon (OLSSON; SLIWKOWSKI; LANGELAND, 1981; SAFAVI; PASCON;
LANGELAND, 1983), tubos de silicone (ZMENER; GUGLIELMOTTI; CABRINI, 1988)
e tubos de polietileno (DA FONSECA et al., 2016). Além disso, pode-se avaliar a
reacao do material em tecido 6sseo utilizando tubos (TORABINEJAD et al., 1995) ou
atraves da injecdo do material (RAHIMI et al., 2012).

A implantagdo de tubos de polietileno tem sido mundialmente utilizada.
Torneck, em 1966, introduziu a utilizacdo desse material ao avaliar a reacéo
induzida por ele, concluindo que houve leve reacdo inflamatdria nas primeiras
semanas e que diminuiu ao longo do tempo, além disso, observou formacao de
capsula fibrosa ao redor dos tubos apds sessenta dias. Da mesma forma, Makkes et
al (1977), observaram que o tubo de polietileno gerou leve reacédo inflamatoria e que
essa reacdo foi gerada devido ao trauma cirtrgico durante a colocacdo do tubo na
cavidade.

Olsson, Sliwkowski e Langeland (1981), afirmam que o método de
implantacdo em tecido subcutaneo de ratos pode ser empregado para avaliacdo de
compatibilidade biolégica de materiais pois demonstra detalhadamente a reacao
tecidual quando em contato com determinado material. E segundo Yaltirik et al.
(2004), esse tipo de método permite a padronizacdo da interface tecido-material
para fim de pesquisa.

O tempo de avaliacdo apos a implantacdo do material € de extrema
importancia para a correta classificagdo do processo inflamatorio provocado pelo
material testado, ndo ha um consenso na literatura em relacdo a esse fator. Porém,
a maioria das pesquisas sugere a avaliagcdo apos sete dias para observar o quadro
reacional inicial e evitam avaliar a reacdo inflamatoria antes desse periodo devido ao
trauma cirargico gerado pela implantagdo dos materiais (MAKKES et al., 1977).

ApoGs esse periodo, é interessante observar a reagao inflamatoria em um periodo
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intermediario de trinta dias para avaliar de maneira comparativa a evolugdo do
quadro reacional dos materiais testados (MORI et al., 2014; COSTA; HEBLING;
SOUZA, 2005). Para que se observe um provavel mecanismo de reparacdo em
periodos mais longos, a literatura demonstra variagdo no periodo experimental,
desde sessenta dias (DA FONSECA et al., 2016) até noventa dias (GRECCA et al.,
2011) ap6s a implantacéo.

Existem diversas formas de avaliar a resposta inflamatéria induzida pelo
meétodo de implantacdo, uma delas foi proposta por Figueiredo et al, em 2001, que
consideram critério de avaliagdo achados importantes no processo inflamatério
como: tecido de granulacdo, neutrofilos polimorfonucleares, eosindfilos, linfocitos,
plasmdcitos, células gigantes, macréfagos, presenca de abscesso e de
condensacéo fibrosa, além disso, observou também a presenca de cimento no
endotélio. Definiu a intensidade de cada componente celular em escores em: 0
(ausente), 1 (leve) e 2 (severa) e escores para capsula fiborosa como 1 (fina camada)
e 2 (espessa camada). Dessa forma, esses critérios permitem avaliar os principais
achados histolégicos no processo inflamatorio e analisar de forma objetiva os
resultados (SCARPARO, 2007).

2.1.3 Testes de “aplicagao” ou pré-clinicos

Esta terceira etapa envolve a aplicacdo de testes em animais dentro do
contexto clinico o qual o material é empregado. Existem diversos testes de aplicacao
recomendados para avaliacao bioldégica de materiais dentarios, como por exemplo:
teste de irritacdo pulpar, aplicagcdo em endodontia, implante dental e de capeamento
pulpar/pulpotomia. Caso constatado sucesso nesta etapa, o material pode ser
avaliado biologicamente em humanos (COSTA; HEBLING; SOUZA, 2005).

2.2 Materiais testados

2.2.1 Materiais a base de silicato

Materiais a base de silicato de calcio sao formados a partir da mistura de po e

liquido. O p6 é composto basicamente por silicato dicélcio e tricalcio e o liquido

utilizado geralmente é a agua destilada. Apds a mistura do pé com o liquido obtém-
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se um material na forma de um gel que libera principalmente hidroxido de calcio e
silicato de calcio hidratado que se solidifica (CAMILLERI, 2007).

O primeiro material & base de silicato de calcio foi desenvolvido para fins
endodénticos na década de 1990, sendo denominado Agregado Trioxido Mineral
(MTA) (LEE; MONSEF; TORABINEJAD, 1993) e comercializado como ProRoot MTA
(Tulsa Dental Products, Tulsa, OK, USA) na coloragcdo cinza. A adicdo do
radiopacificador 0xido de bismuto € o componente diferencial deste produto para o
cimento Portland (FUNTEAS; WALLACE; FOCHTMAN, 2003).

Inicialmente, o MTA foi desenvolvido para ser utilizado apenas como material
retroobturador, porém, devido as suas propriedades hidraulicas, capacidade
seladora, bioatividade e biocompatibilidade, tornou-se evidente o seu potencial para
outras finalidades clinicas como, por exemplo, capeamento pulpar, pulpotomia,
apicigénese e apicificacdo, selamento de perfuracbes e outros procedimentos
(CAMILLERI, 2015a; PRATI & GANDOLFI, 2015).

Desde entdo, novos materiais a base de silicato de calcio tém sido
desenvolvidos e comercializados com o objetivo de melhorar as caracteristicas dos
materiais originais, como: dificil manipulacdo e manuseio, baixa radiopacidade,
pigmentacao coronaria quando em contato com hipoclorito de sédio, longo tempo de
presa, risco de wash-out em ambientes Umidos e alto custo (CAMILLERI, 2015;
PRATI & GANDOLFI, 2015). Esses materiais tém sido denominados materiais “MTA-
like” devido a sua composicdo semelhante ao MTA ou “cimentos bioceramicos”
devido as  caracteristicas de biocompatibilidade  desses materiais
(COOMARASWAMY; LUMLEY; HOFMANN, 2007; CAMILLERI, 2015a)

Por esses motivos, foram incluidos neste estudo o Agregado Triéxido Mineral
(MTA, Angelus, Londrina, PR, Brasil) e Biodentine (BD, Septodont, Saint-Maur-de-
Fosses, France) consolidados no mercado e outro cimento recentemente langado:
NeoMTA Plus (NMP, Avalon Biomed Inc. Bradenton, FL, USA), para avaliar se a

alteracdo na composicao pode influenciar na resposta inflamatéria do material.

2.2.1.1 MTA

Dentre as propriedades desejadas de um material reparador, o MTA possui
boa atividade antimicrobiana, bom selamento marginal, baixa citotoxicidade,

capacidade para induzir a deposicdo de tecido mineralizado. (PARIROKH &
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TORABINEJAD, 2010a, 2010b). O MTA possui um mecanismo de estimulagédo do
reparo, pela deposicdo de tecido mineralizado, que é favorecido pelo seu elevado
pH e pela sua capacidade de liberacdo de ions calcio. (STANLEY et al., 1989;
HOLLAND et al., 2001; DUARTE et al., 2003; OKABE et al., 2006).

A baixa citotoxicidade e boa biocompatibilidade do MTA foram atribuidas aos
seus principais componentes como o silicato dicélcio, silicato tricalcio, aluminato
tricalcio, aluminoferrato de tetracalcio, carbonato de calcio e Oxido de calcio
(HOLLAND et al., 2002; GOMES-FILHO et al., 2008; BIN et al., 2012).

Estudos comprovam a biocompatibilidade desse material. Holland et al (1999)
utilizaram o método de implantagdo de tubos de dentina em tecido conjuntivo
subcutaneo de ratos para avaliar a compatibilidade biolégica dos cimentos MTA e
hidroxido de calcio. O processo inflamatério foi caracterizado histologicamente
quanto ao tipo e intensidade de reacao inflamatéria. No grupo do MTA foi observada
reacdo inflamatdria cronica leve a moderada no periodo de 7 dias, sendo que no
periodo de 30 dias foi observada tecido conjuntivo fibroso e infiltrado inflamatério
leve. O hidréxido de calcio provocou a mesma reacao que o MTA.

Em 2009, Gomes-Filho et al avaliaram os cimentos a base de MTA da
Angelus e Endo-CPM-Sealer (Portland Cement Modified Sealer) (EGEO S.R.L.,
Buenos Aires, Argentina) e o cimento obturador Sealapex (SybronEndo, Glendora,
CA) em tecido conjuntivo de ratos. Todos materiais apresentaram regressao do
processo inflamatério ao longo do tempo, sendo o MTA Angelus o primeiro cimento
que apresentou processo inflamatério considerado leve, observado no periodo de 15
dias. Da mesma forma, Scarparo et al em 2010 avaliaram o Endo CPM Sealer, MTA
e AH Plus e observaram resultados favoraveis ao Endo CPM e MTA.

Apesar das caracteristicas biologicas satisfatorias, o MTA apresenta
desvantagens como a dificuldade de manuseio quando misturado a agua
(TORABINEJAD et al., 1995), longo tempo de presa e, quando em contato com a
solucéo irrigadora hipoclorito de sédio, pode ocorrer pigmentacdo dental devido a
interacdo entre o radiopacificador O0xido de bismuto e a solugdo (CAMILLERI,
2015b).

Marciano et al (2016) com o objetivo de melhorar as propriedades fisico-
guimicas e bioldgicas associaram propilenoglicol ao MTA e observaram que esta

associagado nao alterou a resposta inflamatéria do material em tecido conjuntivo.
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Evidéncias sugerem que a Oxido de bismuto interfere no mecanismo de
hidratacdo do MTA e na precipitacdo do hidréxido de célcio (CAMILLERI, 2007).
Além disso, altera a microestrutura do material aumentando a porosidade e a
solubilidade, culminando na reducdo de sua resisténcia (CAMILLERI, 2007,
COOMARASWAMY; LUMLEY; HOFMANN, 2007; CAMILLERI, 2008; TANOMARU-
FILHO et al., 2012). No que diz respeito a biocompatibilidade, tem sido demonstrado
que o oxido de bismuto interfere no crescimento celular (CAMILLERI et al., 2004).
Além disso, quando avaliado in vitro, o 6xido de bismuto demonstrou reduzir a
citocompatibilidade inicial do cimento (GANDOLFI et al., 2010).

Uma alternativa ao 6xido de bismuto € o Oxido de zircénia (ZrO,) que
apresentou radiopacidade superior a recomendada pela ISO e néo afeta a reacéo de
hidratacdo do material. Também origina um material bioativo com propriedades
comparaveis com o MTA (CAMILLERI; CUTTAJAR; MALLIA, 2011; CUTTAJAR et
al., 2011).

Vérios estudos tém sido realizados para desenvolver novos materiais que
mantenham as propriedades biologicas do agregado, melhorando ao mesmo tempo
suas caracteristicas fisicas e quimicas (DUBOK, 2000; DE-DEUS et al., 2009).

2.2.1.2 Biodentine (BD)

Biodentine (Septodont, Saint-Maur-de-Fosses, France) € um material a base
de silicato de calcio, desenvolvido com base na composi¢cdo do cimento Portland
(MORI et al.,, 2014) que comecgou a ser comercializado em 2009 (MALKONDU;
KARAPINAR; KAZAZOGLU, 2014). Este material foi produzido com o objetivo de
combinar a alta biocompatibilidade e bioatividade dos cimentos a base de silicato de
calcio com propriedades aperfeicoadas, tais como rapido tempo de presa (uma
fungcdo do cloreto de célcio adicionado a esse cimento) e maior resisténcia a
compressdo (resultado do baixo teor de agua incorporado ao cimento devido a
adicdo do polimero hidrossoluvel) (GRECH; MALLIA; CAMILLERI, 2013).

Segundo o fabricante, o material promove cicatrizacdo e formacéo de tecido
mineralizado através da producdo de dentina reacionaria e pontes de dentina e &
indicado como material protetor da dentina em restauragdes indiretas, lesbes
cariosas profundas ou extensas, capeamento pulpar, pulpotomias, perfuragdo de

furca, reabsorcéo interna e externa, apicificacao e retrobturacéo.
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Este material é formado da mistura de um liquido com um po e é apresentado
em capsula de dose Unica para ser triturado num amalgamador durante 30
segundos. O liquido contém polimero hidrossolivel a base de carboxilato,
responsavel por reduzir a quantidade necessaria de agua e pela consisténcia mais
homogénea (HAN; OKIJI, 2011; CAMILLERI et al., 2012), cloreto de calcio que
acelera a hidratacdo e diminui o tempo de presa do material, e dgua (LAURENT et
al., 2008; GOVINDARAJU; NEELAKANTAN; GUTMANN, 2016). O p6 é composto
por silicato tricalcio, carbonato de calcio (incorporado devido a sua
biocompatibilidade e contetado de célcio) e Oxido de zirconia, que é utilizado como
agente radiopacificador e com capacidade de promover adequadas propriedades
fisico-quimicas e melhorar a resposta bioldgica quando comparado ao 6xido de
bismuto (CAMILLERI et. al, 2013; SILVA et al., 2014).

Alguns estudos foram realizados para determinar a biocompatibilidade e
bioatividade do Biodentine. Mori et al (2014) avaliaram a compatibilidade biol6gica
dos cimentos Biodentine, MTA Angelus e a base de Oxido de zinco e eugenol em
tecido conjuntivo de ratos. Concluiu-se que os cimentos MTA e Biodentine podem
ser considerados biocompativeis, pois a reacdo induzida pelo primeiro foi
insignificante e a induzida pelo segundo se tornou insignificante ao longo do tempo.
O mesmo foi observado por Da Fonseca et al (2016) quando avaliaram Biodentine e
MTA Angelus.

Segundo HAN & OKIJI (2011, 2013) este material libera ions calcio que
formam uma superficie mineralizada rica em célcio e fosfato, além da incorporacdo
de calcio e silica a dentina radicular indicando sua bioatividade.

Além disso, esse material afetou positivamente o processo de reparo pulpar
guando colocado em contato direto com a polpa dentéria através do estimulo da

proliferacéo, migracdo e adesédo de células-tronco pulpares (LUO et al., 2014).

2.2.1.3 NeoMTA PLUS (NMP)

O NeoMTA Plus (Avalon Biomed Inc. Bradenton, FL, USA), € uma evolucao
do MTA Plus (Avalon Biomed Inc. Bradenton, FL, USA).

O MTA Plus é formado a partir da mistura de um p6 e um liquido. O pé
contém silicato tricalcio, silicato dicalcio, 6xido de bismuto, aluminato de célcio e

sulfato de calcio. O liquido € formado por um gel a base de agua com agentes
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hidrossoluveis mais finos e polimeros (EID et al., 2014), esse gel confere facil
manipulagéo do cimento (MCMICHAEL, PRIMUS, OPPERMAN, 2016).

Segundo Camilleri, Formosa e Damidot (2013), o MTA Plus possui particulas
mais finas quando comparado ao ProRoot MTA confirmando a informacéo dada pelo
fabricante do MTA Plus.

Gandolfi et al. (2014) observaram que o MTA Plus liberou ions calcio durante
28 dias em solucdo aquosa induzindo aumento de pH durante esse periodo. Essa
liberacdo de ions calcio estd interligada com as caracteristicas de sorcéao,
solubilidade, porosidade e formacdo de minerais. Quando comparado ao ProRoot
MTA (Dentsply Tulsa Specialties, Tulsa, OK), o MTA Plus demonstrou essas
caracteristicas de forma mais acentuada, provavelmente devido as suas particulas
mais finas de po.

Rodrigues et al (2016) avaliaram a citotoxicidade, bioatividade osteogénica e
expressdo de mRNA de marcadores osteogénicos (proteina 6ssea morfogenética 2,
osteocalcina e fosfatase alcalina) induzidos por MTA Plus e MTA Angelus em
células tronco pulpares humanas, e concluiram que ambos materiais ndo séo
citotoxicos, induzem mineralizacdo in vitro e a expressdo de marcadores
osteogénicos.

Com relacdo ao NeoMTA Plus, este apresenta Oxido de tantalo como
radiopacificador ao invés do 6xido de bismuto. Ao avaliar algumas caracteristicas
dos materiais NeoMTA Plus, MTA Plus e Biodentine, Camilleri (2015b) observou
que, quando em contato com hipoclorito de s6dio, o NeoMTA Plus e Biodentine ndo
induziram pigmentacdo da estrutura dental, jA o MTA Plus induziu uma coloragéo
marrom escura. Esses resultados demonstram que os radiopacificadores 6xido de
tantalo (NeoMTA Plus) e é6xido de zirconia (Biodentine) podem ser utilizados como
alternativa ao 6xido de bismuto (MTA Plus).

A imersdo dos materiais em solucéo salina balanceada de Hank resultou em
deposicao de hidroxiapatita no MTA Plus e de hidroxido de calcio no NeoMTA Plus e
Biodentine. A deposicdo desses minerais é de extrema importancia para inducéo de
ponte de dentina e continuacdo de formacao radicular em dentes com rizogénese
incompleta, demonstrando sua bioatividade (CAMILLERI, 2015b).

No que diz respeito a biocompatibilidade do NeoMTA Plus, ndo existem
estudos na literatura que avaliem sua resposta inflamatéria, tornando-se relevante

seu estudo.
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Uma vez que os materiais reparadores a base de silicato de calcio séo
normalmente aplicados em contato intimo com tecidos pulpares ou periapicais, 0
teste in vivo de biocompatibilidade € um passo preliminar importante na avaliagdo

destes materiais.
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral

- Avaliar histopatologicamente as reacbes ocorridas no tecido conjuntivo
subcutaneo de ratos apos a implantacdo de tubos de polietileno contendo materiais

de reparo a base de silicato de célcio.

Obijetivos especificos

- Comparar o grau de inflamacao nos diferentes grupos testados quanto a:
1) intensidade e caracteristicas do componente celular inflamatério;
2) presenca e caracteristica da condensacéo fibrosa;
3) auséncia ou presenca de abscesso.
- Avaliar o desenvolvimento das reacoes teciduais de cada um dos grupos em

diferentes periodos experimentais.
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4 METODOLOGIA

4.1 Consideracdes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Pesquisa (COMPESQ) da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
e pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRGS.

O trabalho foi estruturado seguindo os principios da Lei n°® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, que regulamenta o uso cientifico em animais e da Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos
— DBCA, de 2013, do CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo

Animal.

4.2 Local de realizacao da pesquisa

A parte experimental deste projeto foi realizada no Laboratério do
Departamento de Ciéncias Morfolégicas do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude
da UFRGS, que apresenta equipe treinada e ambiente apropriado para o tratamento
e manutencdo dos ratos necessarios a pesquisa (anexo A). O processamento e
analise histolégica foram realizados no Nucleo de Pesquisa Basica da Faculdade de
Odontologia da UFRGS (anexo B).

4.3 Aquisicao e adequacdao alimentar dos ratos

Para este estudo, foram utilizados 18 ratos machos da linhagem Wistar
pesando entre 180 e 220 gramas, com quatro semanas de idade, adquiridos no
Biotério do Centro de Reproducéo e Experimentacdo de Animais da UFRGS, onde
permaneceram até 72 horas antes do momento do experimento.

Para o experimento, os animais foram mantidos no Laboratério do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS em caixas de polipropileno (2 animais/caixa)
medindo 32x40x17cm com tampa metalica e forradas de maravalha. As caixas
foram regularmente higienizadas e os animais tiveram livre acesso a agua filtrada e

racdo padrdo para roedores (Nuvital, Curitiba Parana, Brasil). As condicbes
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ambientais foram controladas: temperatura (22 + 1 °C), umidade relativa de 65% e
ciclo claro-escuro de 12 h.

Os procedimentos clinicos nos ratos foram realizados pelos pesquisadores
devidamente protegidos com equipamentos de protecdo individual (EPI) sob
supervisao de médica veterinaria, conforme a Resolucdo Normativa n° 6, de 10 de
julho de 2012. Foi utilizado um tempo minimo de adaptacdo ao novo ambiente de
pelo menos 1h. Durante a execucdo dos experimentos, 0s animais foram

manipulados de maneira a reduzir ao maximo o estresse desnecessario.

4.4 Amostragem

Os 18 animais foram divididos em 3 grupos experimentais de 6 ratos cada,
com periodos de observacao de 7, 30 e 90 dias, sendo realizada a eutanasia de 6
ratos em cada periodo experimental.

4.5 Delineamento

4.5.1 Procedimentos clinicos

a) Anestesia dos animais

Todo procedimento operatério foi realizado em ambiente asséptico, sendo o0s
materiais cirdrgicos autoclavados.

Os animais foram submetidos a anestesia geral. Foi realizada a aplicacdo
intraperitoneal de 80mg/kg de Quetamina (Francotar® - Virbac do Brasil IndUstria e
Comércio Ltda., Roseira, SP) e 20mg/kg de Cloridrato de Xilazina (Virbaxyl® 2% -

Virbac do Brasil Industria e Comércio Ltda., Sdo Paulo, SP).

b) Procedimento operatério

A antissepsia foi realizada na regido dorsal do animal utilizando uma gaze
esterilizada embebida em solugdo de alcool iodado 3% (Quinta Esséncia
Cosméticos e Medicamentos Ltda., Porto Alegre, RS), e a tricotomia foi realizada
com lamina de barbear.

Quatro incisdes de 1 cm de comprimento e 2 cm de distancia entre cada uma

foram realizadas com uma lamina de bisturi, sendo o tecido subcutdneo do animal
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divulsionado lateralmente com auxilio de uma tesoura de ponta romba para se obter
quatro lojas cirdrgicas. A divulséo tecidual deveria atingir uma extensdo de 20 mm,
sendo paralela a incisao realizada. Tomou-se o cuidado de ndo haver sangramento
durante a divulséo, caso ocorresse, o animal era descartado.

Foi utilizada uma sonda gastrica de polietleno com 1,3 mm de diametro
interno (Mark Med Industria e comércio LTDA., Braganca Paulista, Sdo Paulo, Brasil)
para confeccdo dos tubos. A sonda foi seccionada com auxilio de lamina de bisturi
de forma com que se obtivessem tubos de 10 mm de comprimento.

Os cimentos NeoMTA Plus (Avalon Biomed Inc. Bradenton, FL, USA),
Biodentine (Septodont, Saint-Maur-des-Fosses, France) e MTA (Angelus, Londrina,
PR, Brasil) foram manipulados de acordo com as instrucbes do fabricante,
introduzidos nos tubos, tomando-se o cuidado de se evitar o extravasamento. Com o
auxilio de uma pinga curva adaptada, os tubos preenchidos foram introduzidos nas
lojas cirargicas, paralelamente a incisdo. Um tubo vazio foi introduzido em cada rato
e foi considerado o grupo controle. Foi realizada sutura simples com fio de sutura
reabsorvivel 4-0 (Vicryl - Ethicon, Johnson&Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil).

Os animais passaram por um periodo de recuperacdo ao final do
procedimento, sendo observados constantemente em relacdo a qualquer alteragcéo
comportamental e sinais condizentes com dor e/ou estresse, de acordo com a
Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para fins cientificos e
didaticos (DBCA), antes de retornarem a sala onde foram mantidos. Os seguintes
sinais foram observados e registrados em livro préoprio: mudancas no padrdo de
sono, hidratacdo, higiene e comportamento exploratdrio; comportamento agressivo
ou anormal, depresséo, postura ou movimentos anormais, modificacdo da expressao
facial, resposta aversiva a palpacao de area afetada, vocalizacdo anormal, alteracdo
da funcdo cardiovascular ou respiratéria, apetite anormal, vémitos e defecacéo,
declinio no peso corporal, alteracéo da temperatura corporal e diurese anormal.

Quando tais sinais foram detectados, medidas cabiveis foram tomadas para
impedir ou minimizar suas consequéncias para 0s animais.

A analgesia foi realizada no periodo pés-operatorio para controle da dor.
Como medicacdo analgésica foi utilizado Tramadol (Tramal 50mg) na dose de
5mg/kg de 12 em 12 horas durante 3 dias via intraperitoneal, conforme prescricao do
veterinario responsavel.

A ferida cirurgica foi avaliada diariamente.
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4.5.2 Remocao das pecas cirargicas

Decorridos os periodos experimentais, os animais foram eutanasiados com
Tiopental intraperitoneal 120mg/kg em solu¢cdo misturada com anestésico local
(Lidocaina 10mg/ml). Apds, foi realizada tricotomia com lamina de barbear e a
bidpsia excisional da area do implante. As pecas cirurgicas foram fixadas em formol
a 10% tamponado por 48 horas.

O material biologico ndo utilizado foi acondicionado em sacos plasticos
brancos apropriados e depositados em freezer especial até seu descarte semanal
realizado por empresa especializada (terceirizada e licitada pela UFRGS).

Materiais como seringas, agulhas, laminas de bisturi foram descartados em

descarpacks.

4.6 Analise histoldgica

Apos a fixacdo, os tubos de polietileno foram removidos do tecido através de
uma lamina de bisturi e as pecgas foram incluidas em parafina. Cortes histol6gicos
com 5 a 6 um de espessura foram obtidos. Estes cortes foram corados em

hematoxilina e eosina.

4.7 Instrumentos de avaliacao

A analise dos resultados foi feita por um examinador experiente, seguindo
delineamento cego. O Kappa intra-examinador foi realizado obtendo valor maior que
7, exibindo um grau de concordancia significativo. Foi utilizado microscépio 6ptico
(Olympus BX-41TF, Olympus Optical Company LTDA., Jap&o), em aumentos de 40,
100 e 400 vezes para analise das imagens. Cada amostra foi avaliada a partir de 4
cortes histologicos.

Foram descritos os elementos inflamatorios encontrados e determinado a sua

propor¢ao no conjunto de eventos (adaptado de Figueiredo et al, 2001).

- Quanto a intensidade do infiltrado inflamatdrio:
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Ausente (Células ausentes)
Leve (Células esparsas ou em grupamentos reduzidos)

Moderado (Células presentes sem ainda dominar 0 campo microscopico)

A

Intenso (Células presentes sob a forma de infiltrado, dominando o campo

microscopico).

- Quanto a presenca de neutrdfilos, linfocitos/plasmdcitos, células gigantes,

eosinofilos e macrofagos:

Ausente (Células ausentes)
Leve (Células esparsas ou em grupamentos reduzidos)
Moderado (Células presentes sem ainda dominar o campo microscopico)

S

Intenso (Células presentes sob a forma de infiltrado, dominando o campo

microscopico).
- Abscesso

1. Ausente
2. Presente apenas em contato com o material

3. Presente em areas distantes a presenca do material

- Condensacao fibrosa

1. Auséncia de fibras coldgenas envolvendo o material em estudo

2. Presenca de fina camada de fibras colagenas envolvendo o material em estudo

3. Presenca de camada espessa de fibras colagenas envolvendo o material em
estudo.

4.8 Andlise estatistica

Foi utilizado o teste estatistico de Kruskal-Wallis seguido pelo post hoc de
Dunn quando se avaliou 0 mesmo material nos diferentes periodos experimentais.
Quando se avaliou os diferentes materiais no mesmo periodo, utilizou-se o teste de
Friedman seguido pelo post hoc de Dunn. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
Todos os dados foram avaliados utilizando o software GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

Os resultados estao ilustrados na tabela 1 e figura 1 e 2.

Houve perda de 1 animal apds a cirurgia, durante o periodo de recuperacéao,
definindo-se 5 animais (n=5) para o periodo de avaliacdo de 7 dias.

N&o foram encontrados eosindfilos e abscesso em nenhum dos grupos
avaliados.

N&o houve diferenca estatistica significante quando se avaliou os diferentes
materiais no mesmo periodo experimental para todos os eventos inflamatérios
(P>0,05).

Em relacdo a presenca de infiltrado inflamatério, foi encontrada diferenca
estatisticamente significante entre os periodos experimentais de 7 e 90 dias nos
grupos NeoMTA Plus, Biodentine e controle, havendo diminuicdo da inflamagéao.
Ainda no grupo controle, observou-se diferenca entre os periodos de 30 e 90 dias
(P<0,05). Para todos os grupos experimentais observou-se infiltrado inflamatério de
severo a moderado aos 7 dias, e aos 30 e 90 dias observou-se regressao dos
escores.

Foi encontrada predominancia de infiltrado linfoplasmocitario em todos
materiais no periodo de 7 dias, havendo diminuicdo estatisticamente significante
desse componente no periodo de 90 dias. O NeoMTA Plus e o grupo Controle
apresentaram diminuicado de linfécitos e plasmdcitos entre os periodos de 7e 30 e 7
e 90 dias (P<0,05).

Quanto a variavel neutréfilo, apenas o Biodentine aos 7 dias apresentou
escore 2 (leve), com diminuicdo estatisticamente significante do primeiro periodo
para os periodos de 30 e 90 dias (P<0,05). Nos outros materiais ndo foi encontrado
esse componente.

Quando se avaliou a variavel macrofago, com excecdo do MTA, houve
diminuicdo deste componente ao longo do tempo, porém, foi encontrado diferenca
estatistica significante nos grupos NeoMTA Plus e Controle entre os periodos de 7 e
90 dias (P<0,05).

No que diz respeito a presenca de célula gigante, ndo foi constatada diferenca

estatisticamente significante entre os periodos em nenhum dos materiais testados
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(P>0,05). Houve auséncia desse componente para os grupos NeoMTA plus e
controle, e escore leve para o Biodentine e MTA.

Por fim, em relacdo a variavel condensacéao fibrosa, foi encontrada presenca
e evolucdo no espessamento estatisticamente significante entre os periodos 7 e 90
dias em todos materiais. Além disso, constatou-se diferenga entre os periodos 7 e
30 dias nos grupos MTA e Controle (P<0,05).
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TABELA 1. Frequéncia e porcentagem dos elementos inflamatérios de acordo ao grupo e periodo experimental

SCORES NEO MTA PLUS MTA BIODENTINE CONTROLE
7 30 90 7 30 90 7 30 90 7 30 90
INTENSIDADE DO INFILTRADO INFLAMATORIO

1 0 (0%) 1(16,6%) 6 (100%) 0 (0%) 3 (50%) 3 (50,0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (33,3%) 0 (0%) 3 (50%) 6 (100%)

2 1(20,0%) 4 (66,6%) 0 (0%) 1(20,0%) 1(16,6%) 1(16,6%) 0 (0%) 2 (33,3%) 1(16,6%) 0 (0%) 3 (50%) 0 (0%)

3 1(20,0%) 1(16,6%) 0 (0%) 2 (40,0%) 2 (33,3%) 2 (33,3%) 1(20,0%) 4 (66,6%) 3 (50%) 3 (60,0%) 0 (0%) 0 (0%)

4 3 (60,0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (40,0%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (80,0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (40,0%) 0 (0%) 0 (0%)
NEUTROFILOS

1 4 (80,0%) 6 (100%) 6 (100%) 4 (80,0%) 6 (100%) 6 (100%) 2 (40,0%) 6 (100%) 6 (100%) 4 (80,0%) 6 (100%) 6 (100%)

2 1(20,0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(20,0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(20,0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(20,0%) 0(0%) 0 (0%)

3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (40,0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0 (0%)

4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0 (0%)

LINFOCITOS/PLASMOCITOS

1 0 (0%) 4 (66,6%) 6 (100%) 0 (0%) 3 (50%) 3 (50,0%) 0 (0%) 1(16,6%) 4 (66,6%) 0 (0%) 6 (100%) 6 (100%)

2 2 (40,0%) 2 (33,3%) 0 (0%) 1(20,0%) 2 (33,3%) 3 (50,0%) 0 (0%) 4 (66,6%) 2(33,3%) 3(60,0%) 0 (0%) 0 (0%)

3 2 (40,0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (40,0%) 1(16,6%) 0 (0%) 3 (60,0%) 1(16,6%) 0 (0%) 1(20,0%) 0 (0%) 0 (0%)

4 1(20,0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (40,0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (40,0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(20,0%) 0 (0%) 0 (0%)

CELULAS GIGANTES

1 5(100%) 6 (100,0%) 6 (100%) 4 (80,0%) 6 (100%) 6 (100%) 4 (80,0%) 6 (100%) 6 (100%) 5 (100%) 6 (100%) 6 (100%)

2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(20,0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(20,0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
EOSINOFILOS

1 5 (100%) 6 (100,0%) 6 (100%) 5(100%) 6 (100%) 6 (100%) 5 (100%) 6 (100%) 6 (100%) 5 (100%) 6 (100%) 6 (100%)

2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0 (0%)

3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0 (0%)

4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
MACROFAGOS

1 0 (0%) 1(16,6%) 6 (100%) 2 (40,0%) 3 (50,0%) 3(50,0%) 0 (0%) 1(16,6%) 2 (33,3%) 0 (0%) 3 (50%) 6 (100%)

2 1(20,0%) 4 (66,6%) 0 (0%) 2 (40,0%) 2 (33,3%) 1(16,6%) 1(20,0%) 2 (33,3%) 1(16,6%) 1(20,0%) 3 (50%) 0 (0%)

3 3 (60,0%) 1(16,6%) 0 (0%) 1(20,0%) 1(16,6%) 2 (33,3%) 1(20,0%) 3 (50%) 3 (50%) 3(60,0%) 0 (0%) 0 (0%)

4 1(20,0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3(60,0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(20,0%) 0 (0%) 0 (0%)

ABSCESSO

1 5 (100%) 6 (100%) 6 (100%) 5 (100%) 6 (100%) 6 (100%) 5 (100%) 6 (100%) 6 (100%) 5 (100%) 6 (100%) 6 (100%)

2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0 (0%)

3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0 (0%)

CONDENSACAO FIBROSA

1 3 (60,0%) 0 (0%) 0 (0%) 5 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 5 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 5 (100%) 0(0%) 0 (0%)

2 2 (40,0%) 6 (100%) 4 (66,6%) 0(0%) 5 (83,3%) 5 (83,3%) 0 (0%) 6 (100%) 2 (33,3%) 0 (0%) 4 (66,6%) 4 (66,6%)

3 0 (0%) 0 (0%) 2 (33,3%) 0(0%) 1(16,6%) 1(16,6%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (66,6%) 0 (0%) 2 (33,3%) 2 (33,3%)
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Figura 1. Comparacdo entre os grupos de estudo e periodos experimentais quanto as

seguintes variaveis: infiltrado inflamatério, linfécitos/plasmaécitos, neutréfilos, macrofagos,

células gigantes e fibras. P<0,05.
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FIGURA 2. Resposta do tecido conjuntivo frente aos diferentes materiais
reparadores. (A) Apos 7 dias, Biodentine (BD) apresentou infiltrado inflamatério
intenso (*)(40x). (B) Ap6s 7 dias, MTA apresentou infiltrado inflamatorio moderado
(*)(40x). (C) NeoMTA Plus, apés 7 dias, apresentou uma resposta inflamatoria
moderada (*) (300x). (D) Biodentine, apds 90 dias, apresentou condensacao fibrosa
espessa (*) (300x).
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6 DISCUSSAO

6.1 Metodologia empregada

A biocompatibilidade dos materiais dentarios € fundamental para evitar
reacOes inflamatorias significativas a fim de permitir a reparacdo tecidual. Um
material considerado biocompativel deve apresentar baixa toxicidade sem promover
reacao inflamatéria e, caso promova, deve reduzir ao longo do tempo para nivel
insignificante ou leve (HAUMAN & LOVE, 2003). Além disso, a formacdo de uma
capsula de tecido fibroso ao redor do material indica que o mesmo é tolerado pelos
tecidos (YALTIRIK et al., 2004).

Devido a extrema importancia da biocompatibilidade de materiais dentérios,
diversos métodos tém sido utilizados para avaliar essa caracteristica. O método de
implantacdo em tecido conjuntivo de ratos, escolhido para este estudo, é
amplamente utilizado como teste secundario para avaliacdo dessa propriedade
(MORI et al., 2014; DA FONSECA et al., 2016; MARCIANO et al., 2016).

O rato foi escolhido como modelo animal para a realizagdo da pesquisa
devido as semelhancas gendmicas entre esse e o humano (KOLA, 2004) e ao
acelerado metabolismo desses animais para que se obtivessem resultados rapidos.
Além disso, o teste em ratos € uma forma econémica de verificar a compatibilidade
biolégica de cimentos endodénticos (MITTAL; CHANDRA; CHANDRA, 1995).

Neste trabalho foram utilizados ratos da mesma linhagem (Wistar) para
padronizacdo do tecido bioldgico. Foram selecionados ratos machos, devido as
variacfes hormonais das fémeas, o que poderia influenciar nos resultados (MIDENA,
2011). Cabe ressaltar que todos os animais possuiam 4 semanas de idade,
ocorrendo, dessa forma, a uniformidade na velocidade da resposta metabélica dos
animais, possibilitando posterior comparacao.

Para este estudo foi escolhido o tubo de polietieno como forma de
armazenamento dos materiais devido a caracteristica biocompativel desse material
e possibilidade de padronizagdo do comprimento e diametro do mesmo (TORNECK,
1966).

Outro fator importante é a manutencédo das extremidades dos tubos abertas,
dessa forma, diminui-se a possibilidade de perda das amostras caso uma das

extremidades ficasse comprometida. Outra vantagem é a facilidade de insercéo dos
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materiais nos tubos, evitando-se bolhas. Como desvantagem dessa dupla abertura é
0 possivel extravasamento de material no momento da insergdo, influenciando
diretamente no contato do material com o tecido. A cuidadosa manipulacdo e
insercdo dos materiais bem como a implantacdo dos tubos nas lojas cirargicas
diminuiu esse risco (SO, 2005).

Para que se pudesse ter uma visdo geral do processo inflamatério gerado
pelos materiais, decidiu-se avaliar o infiltrado celular como um todo, classificando-o
de acordo com o grau de severidade como proposto por Figueiredo et al em 2001.
Além disso, observou-se a presenca e a intensidade de cada um dos principais
componentes do processo inflamatdrio: neutrofilos, linfocitos/plasmaécitos, células
gigantes, eosindfilos, macréfagos e abscesso. Verificou-se também a presenca e o
grau de espessura da condensacéo fibrosa

Através da andlise temporal (7, 30 e 90 dias) do processo inflamatério e
mecanismo de reparo, pode-se avaliar a evolugéao da resposta tecidual ao longo dos
periodos experimentais, classificando-a quanto ao grau de severidade e definindo,

dessa forma, a compatibilidade biol6gica dos materiais testados.

6.2 Andlise dos resultados

Sabe-se que até mesmo materiais reparadores utilizados em Endodontia
promovem algum grau de resposta inflamatéria, porém, essa resposta deve ser
clinicamente aceitavel e restrita a curtos periodos de tempo. Pode-se observar que
todos os materiais testados e 0 grupo controle obtiveram resultados mais
expressivos em grau de severidade no que tange aos componentes inflamatorios
linfécitos/plasmaocitos e macrofagos, nos periodos de 7 e 30 dias. Esses tipos
celulares sdo caracteristicos da resposta inflamatéria crbnica, a qual caracteriza os
periodos. Além disso, a presenca de macrofagos demonstra a tentativa do
organismo em eliminar o material estranho via fagocitose (COTRAN et al., 2004,
PEREIRA, F, E, L, 2011; SIQUEIRA JR; ROCAS; LOPES, 2011).

Notou-se reducdo significativa da resposta inflamatéria aos 90 dias, ao
mesmo tempo em que 0S materiais apresentaram caracteristicas de reparo tecidual,
pois esta reagdo foi gradualmente substituida por capsula fibrosa constituida de
feixes de fibra colagena e fibroblastos, caracterizando a compatibilidade bioldgica

desses materiais. Resultados semelhantes podem ser observados em estudos
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anteriores quando se avaliou o MTA e Biodentine (HOLLAND et al.,, 1999;
VOSOUGHHSSEINI et al., 2008; GOMES FILHO et al., 2009; SCARPARO et al.,
2010; SHAHI et al., 2010; MORI et al., 2014; DA FONSECA et al., 2016).

A auséncia de eosinofilos, que estédo relacionados de forma mais acentuada
em reacdes de hipersensibilidade, e a auséncia de abscesso demonstra que 0s
materiais testados ndo foram agressivos a ponto de gerar maiores danos teciduais.
(PEREIRA, F, E, L, 2011).

Apenas o MTA e Biodentine aos 7 dias apresentaram células gigantes, porém
sem diferenca estatistica para os outros materiais. Apds este periodo, essas células
estavam ausentes. Este componente representa uma reagéo do tipo corpo estranho.
Segundo Kunie (2004) e Andrade (2004), células gigantes caracterizam um material
de dificil degradacéo pelo organismo.

Houve presenca de neutrofilos apenas aos 7 dias, isso se deve por essas
células serem caracteristicas da fase aguda dos processos inflamat6rios e estar em
maior quantidade no sangue circulante e por apresentarem muitos receptores
qguimiotaticos (COTRAN et al., 2004; PEREIRA, F, E, L, 2011). Apés este periodo,
da mesma forma que as células gigantes, os neutrofilos estavam ausentes.

O predominio de infiltrado inflamatério nos periodos iniciais pode ser
explicado devido a liberacao de ions calcio por parte dos materiais a base de silicato
de calcio. A inducdo do aumento no pH durante a presa e, em adicdo ao calor
liberado por essa reac¢do, provocam o recrutamento das células inflamatérias, além
da producdo e liberagcdo de citocinas proé-inflamatérias (KOH et al., 2007
VOSOUGHHOSSEINI et al., 2008; SHAHI et al., 2010). Por outro lado, a liberacéo
de ions calcio e a alcalinidade do meio estimulam a formacdo de hidroxiapatita,
liberacdo de fosfatase alcalina e proteina morfogenética 6ssea 2, importantes no
processo de mineralizacdo (GANDOLFI et al., 2014).

Apesar das caracteristicas biologicas satisfatorias, algumas caracteristicas
fisico-quimicas do MTA séo indesejaveis (TORABINEJAD et al., 1995; CAMILLERI,
2007; CAMILLERI, 2015a; CAMILLERI, 2007; COOMARASWAMY; LUMLEY;
HOFMANN, 2007; CAMILLERI, 2008; TANOMARU-FILHO et al., 2012), o que levou
ao desenvolvimento de outros materiais a base de silicato de calcio. Um fator
importante a ser observado e que gerou o objetivo do estudo é que 0s materiais

reparadores de silicato de calcio possuem diferentes componentes em sua férmula
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gue podem interferir na resposta inflamatéria do tecido. Exemplo disso esta nos
radiopacificadores dos 3 materiais testados.

O oxido de bismuto, presente no MTA Angelus, tem demonstrado reducao na
citocompatibilidade inicial do cimento e, além disso, interfere no crescimento celular
(CAMILLERI et al., 2004; GANDOLFI et al., 2010). O NeoMTA Plus possui como
agente radiopacificador o O0xido de tantalo, este componente quando injetado em
condilo de coelho juntamente com um cimento utilizado em implantes odontolégicos
foi considerado biocompativel por ndo interferir na reparacédo 6ssea (HOEKSTRA et
al., 2014). O material Biodentine apresenta o O6xido de zircbnia como
radiopacificador. Esse agente tem demonstrado possuir baixa citotoxicidade quando
testado em fibroblastos, podendo ser considerado citocompativel segundo
(SLOMPO et al.,, 2015; SILVA et al.,, 2014) avaliaram em conjuntivo de ratos a
resposta inflamatdria de um cimento a base de silicato de calcio associado ao 6xido
de bismuto ou de zircOnia e verificaram que o 6xido de zircbnia apresentou melhores
resultados. Neste estudo ndo encontramos diferenca entre os materiais estudados.

Apesar de ndo apresentar diferenca estatistica, o Biodentine apresentou para
todos os componentes inflamatérios o resultado menos favoravel, principalmente no
periodo de 7 dias, o que também foi observado em outras pesquisas (MORI et al.,
2014; DA FONSECA et al.,, 2016). O cloreto de célcio, presente no liquido do
Biodentine para reduzir o tempo de presa, segundo Kang et al (2013), reduz a
viabilidade e ligagdo celular em comparacdo com o MTA puro. Outro componente
presente no liquido desse material, o polimero hidrossolivel a base de carboxilato,
foi capaz de induzir reacdo inflamatoria leve na polpa dental, porém foi gradualmente
substituida por tecido sadio (HILL, 2007). O carbonato de calcio, presente no p6 do
Biodentine, pode ser considerado responsavel pelo alto pH (GRECH; MALLIA;
CAMILLERI, 2013) e consequentemente o recrutamento de células inflamatorias.
(HAN & OKI1JI, 2013).

As particulas mais finas do MTAPIus, que tem basicamente a mesma
formulagdo que o NeoMTA Plus, tem mostrado caracteristicas como formacéo de
minerais mais acentuada que o ProRoot MTA (GANDOLFI et al., 2014). Apesar de
nao ter diferenca estatistica, o0 NeoMTA Plus foi que apresentou resultados mais
préximos ao grupo controle, e esta resposta pode também estar associada ao

tamanho das particulas.
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Um material € considerado biocompativel quando a resposta inflamatéria
induzida por ele ao tecido se torna insignificante ao longo do tempo (SILVEIRA et al.,
2011). Considerando esta assertiva, 0s materiais testados no estudo podem ser

considerados biocompativeis.
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7 CONCLUSOES

N&o houve diferenca estatistica significante quando se avaliou o0 NeoMTA
Plus comparado ao MTA e Biodentine no mesmo periodo experimental para todos
os eventos inflamatérios. Houve reducao significativa da resposta inflamatoéria aos
90 dias, a0 mesmo tempo em que 0S materiais apresentaram caracteristicas de
reparo tecidual, pois esta reacdo foi gradualmente substituida por capsula fibrosa
constituida de feixes de fibra colagena e fibroblastos, caracterizando a

compatibilidade biol6gica desses materiais.
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ANEXO A

Autorizacao da utilizacdo do Laboratério de Biologia Bucal do Departamento
de Ciéncias Morfologicas do ICBS

AUTORIZACAO DO USO DE DEPENDENCIAS DO LABORATORIO

Autorizo, pelo presente, que as dependéncias do Laboratério de Biologia
Bucal do Departamento de Ciéncias Morfolégicas do Instituto de Ciéncias Basicas
da Saude da UFRGS sejam utilizadas pelo pesquisador Lucas Siqueira Pinheiro com
a finalidade de conduzir experimentos necessarios ao projeto intitulado AVALIACAO
DA BIOCOMPATIBILIDADE DOS CIMENTOS ENDODONTICOS BIODENTINE,

MTA PLUS E ENDOFILL EM TECIDO CONJUNTIVO DE RATOS.

Porto Alegre, 09 de junho de 2015

Prof. Dr. José Anténio Poli de Figueiredo
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