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RESUMO

Introducgédo: A biocompatibilidade € uma propriedade importante e necessaria a um
cimento endodéntico. O objetivo do presente estudo foi fazer uma analise
microscopica das reagdes do tecido 6sseo do fémur de ratos da linhagem Wistar
frente ao cimento MTA Fillapex, comparando-as ao cimento AH Plus e ao grupo
controle (cavidade vazia), nos periodos de 7, 30 e 90 dias. Materiais e Métodos:
Foram utilizados 18 animais, divididos em 3 grupos, de acordo com o periodo
experimental (n=6). Trés cavidades foram preparadas no fémur da pata traseira
direita de cada animal, sendo que uma foi preenchida com AH Plus, a outra com
MTA Fillapex e a ultima permaneceu vazia (controle negativo). Decorridos os
periodos experimentais, os ratos foram mortos e as patas removidas, dissecadas e
preparadas para analise histolégica. Os cortes foram analisados em microscopico
optico. O infiltrado inflamatdrio e as zonas de calcificacdo foram avaliados de forma
dicotbmica (presente ou ausente). A formacao de barreira Ossea foi classificada
como ausente, parcial ou completa. Testes estatisticos ndo-paramétricos foram
utilizados para a comparagao dos dados (p<0,05). Resultados: As comparagdes
entre os periodos experimentais mostraram que aos 7 dias todos o0s grupos
apresentaram menor formacao de barreira 6ssea e que o MTA Fillapex apresentou
mais areas de calcificagcdo em relagdo aos demais periodos. Nos grupos do AH Plus
e do MTA Fillapex, o infiltrado inflamatdrio reduziu significativamente aos 90 dias. As
comparagoes entre os grupos mostraram mais areas de calcificagdo no grupo do AH
Plus aos 30 e 90 dias. O grupo controle apresentou menos infiltrado inflamatdrio aos
30 dias. Nao houve diferencga significativa entre os grupos na formacao de barreira
O0ssea. Conclusdes: O cimento endodéntico MTA Fillapex apresentou
comportamento biolégico satisfatério em contato direto com tecido ésseo de rato. As
caracteristicas do reparo foram semelhantes as do cimento AH Plus, porém o MTA

Fillapex ndo induziu a formacgao de areas de calcificacdo na medula dssea.

Palavras-Chave: Teste de Biocompatibilidade, Tecido 6sseo, Endodontia, Cimentos
Dentarios.



ABSTRACT

Introduction: Biocompatibility is an important property required for a endodontic
sealer. This study aimed to analyze bone tissue reactions to MTA Fillapex compared
to an epoxy resin-based material in the femur of Wistar rats. Methods: Bone tissue
reactions were evaluated in 18 animals after 7, 30 and 90 days (n=6 per period).
Three surgical cavities were prepared on femur and filled with 0.1 mL of AH Plus,
MTA Fillapex or no sealer (negative control). By the end of each experimental period,
six animals were randomly euthanized, the femur was dissected and the surgical
cavities separated. The samples were histologically processed and analyzed by light
microscope. Inflammatory infiltrate and the calcification zones were evaluated
dichotomously; hard tissue barrier was classified as absent, partial or full. Results:
Comparison among periods showed that at 7 days all groups presented less hard
tissue barrier and MTA Fillapex showed more calcification zones than in other
periods. The inflammatory infiltrate significantly reduced at 90 days in AH Plus and
MTA Fillapex groups. Comparisons among the groups presented more calcification
zones for AH Plus than for the other groups at 30 and 90 days. Control group
showed less inflammatory infiltrate at 30 days. There were no singificant diferences
to hard tissue barrier among the groups. Data were analyzed by non-parameric tests.
Significance level was preset in 0.05. Conclusions: MTA Fillapex presented
satisfactory biological behaviour when in direct contact with rat bone tissue. The
repair characteristics were similar to those produced by AH Plus, but MTA Fillapex

doesn’t induce mineralization in the bone marrow.

Keywords: Biocompatibility Testing, Bone, Endodontics, Dental Cements.



SUMARIO

1 APRESENTAGAO........ccooiiecirtrccrtreserte s e sesas e s s e sesas e e sas s e s sas et sasas e s sanaeas 10
P28 |V 300 0 11 Lo\ o 20T 11
B OBUETIVOS ... s s nme e mne s 23

3.1 ODJELIVO GEIaAl ... e e e e e e e e ————- 23

3.2 Objetivos ESPECITICOS .....oevviiiiiiiiiciee et 23
Y 3 €L 24
CONSIDERAGOES FINAIS ........ccootreeeterrcseresesesessesesssassesessssesesessssessssssssssssassssssas 38
REFERENCIAS ......cocuieetriuseesresssessnsssesssses s sssssss s ssssssessssesssssssesssssssssssesssssseass 40
ANEXO 1 - Carta de aprovacdo da Comisio de Etica no Uso de Animais........ 46
ANEXO 2 - Figura 1 do artigo (ampliada e colorida).........cccccerrmrrrremmmnnrcccscisinnnn. 47
ANEXO 3 - Figura 2 do artigo (ampliada e colorida).........cccccerrrrrreemmmnnnicccsiiinnnn. 48
ANEXO 4 - Figura 3a do artigo (ampliada).......ccccccceeeeiiiiiiiiiiimmmmnnsneeessssss e 49
ANEXO 5 —Figura 3b do artigo (ampliada) ......cceeeeecciiiiiiiiiiiiiirrrreeee e 50
ANEXO 6 — Figura 3c do artigo (ampliada).......cccccccceeeiiiiiiiiiiimmmmnneneessesssse e 51
ANEXO 7 — Figura 3d do artigo (ampliada) ......c..eceeeeiiiiiiiiiiiiiirnnesecesssssssssss e 52
ANEXO 8 —Figura 3e do artigo (ampliada).......cccccceeeciiiiiiiiiiiiirinnrreecesssssss e 53

ANEXO 9 — Figura 3f do artigo (ampliada) ......cceeeecciiiiiiiiiiiiiiirreresee s 54



10

1 APRESENTAGAO

A presente dissertagao teve como foco de estudo o comportamento bioldgico

do cimento endodéntico MTA Fillapex em tecido 6sseo de ratos Wistar.

Esta dissertacdo de mestrado esta estruturada da seguinte maneira:

Introducao, enfatizando os pontos principais deste estudo;
Artigo: “EVALUATION OF RAT BONE TISSUE RESPONSE TO MTA
FILLAPEX” a ser submetido para o periédico Journal of Endodontics;

Consideracgoes finais.
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2 INTRODUGAO

A obturacdo do canal radicular € um procedimento de fundamental
importancia no tratamento endodéntico. Consiste no preenchimento da porcao
modelada do canal com materiais inertes ou antissépticos que promovam um
selamento tridimensional e que estimulem ou, pelo menos, nao interfiram no
processo de reparo (SOARES; GOLDBERG, 2011). Nesta fase, visa-se a eliminagao
de espacgos vazios, originalmente ocupados pela polpa dental, que podem servir de
nichos para a proliferagdo de microrganismos que resistiram ao preparo do canal
(infeccado persistente) ou que, em momento posterior, possam ganhar acesso a

esses espagos (infecgdo secundaria) (SIQUEIRA JR et al., 2011).

A obturacao do sistema de canais € uma combinagao de técnica e seleg¢ao de
materiais obturadores (SIQUEIRA JR et al, 2011). Atualmente encontra-se
disponivel no mercado uma grande variedade de produtos utilizados para esse fim, o
que denota a inexisténcia de um material obturador ideal. As deficiéncias
evidenciadas nos diversos produtos tém sido, em parte, superadas pelo emprego
concomitante de materiais em estado sélido (cones de guta-percha) e em estado
plastico (cimentos) (SOARES; GOLDBERG, 2011). O cimento tem a finalidade de
ocupar os espagos entre a guta-percha e as paredes do canal radicular, assim como
aqueles entre os proprios cones de guta-percha (SKINNER; HIMEL, 1987; SOARES;
GOLDBERG, 2011).

Sabe-se que o objetivo final do tratamento endoddntico € propiciar condigdes
para o reparo dos tecidos periapicais, invariavelmente agredidos, seja por patologias
preexistentes, seja pelos préprios procedimentos operatérios (SOARES;
GOLDBERG, 2011). Apdés a obturagao, pode ocorrer a deposicdo de um tecido
conjuntivo fibroso entre o material obturador e os tecidos periapicais. Em condigbes
muito favoraveis, na regidao do forame apical, pode ocorrer um selamento biolégico,
havendo a deposicdo de cemento, isolando o material obturador dos tecidos
periapicais. Em circunstancias desfavoraveis, que dificultam a eliminacido da

infeccdo e outros fatores de agressdo, como por exemplo, a presenga de corpos
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estranhos, o processo de reparo ndo se completa e um tecido conjuntivo frouxo
cronicamente inflamado permanece na regiao (SOARES; GOLDBERG, 2011).

No tempo necessario a observacdo do pleno reparo, inclui-se aquele
destinado a substituicdo do osso primario por secundario. De fato, como nos reparos
0sseos de um modo geral, o tecido 6Osseo inicialmente formado possui fibras
colagenas em disposi¢gao desordenada, grande quantidade de ostedcitos e € menos
calcificado, caracterizando-se como 0sso primario. Ao longo do tempo, com o dente
retornando a atividade, os estimulos fisiolégicos provocarao a substituicdo deste por
um tecido 6sseo secundario, do tipo lamelar, com colageno orientado, menos células
inclusas na matriz e mineralizagao plena (SOARES; GOLDBERG, 2011).

Todas as fases de um tratamento endoddntico devem ser encaradas com a
mesma atencdo e importancia, por serem consideradas como atos operatérios
interdependentes. Entretanto, mais recentemente, tem sido dada uma énfase maior
a uma resposta bioldgica pds-tratamento, representada pelo selamento apical por
meio da deposicdo de tecido mineralizado, ou mesmo por tecido fibroso de
reparagao (LEONARDO, LEAL, 2008). A indugao desse selamento apical biolégico,
porém, esta condicionada a correta execucdo de todas as fases do tratamento
endodontico e fatores importantes, como a natureza do material obturador, uma vez
que o mesmo ficara em contato direto com os tecidos apicais e periapicais
(LEONARDO, LEAL, 2008).

De acordo com Grossman (1958), um cimento endoddntico idealmente deve
ser de facil manipulacdo e aplicagcdo no canal, apresentar boa estabilidade
dimensional, impermeabilidade e aderéncia, ter um bom escoamento, uma
adequada radiopacidade, nao alterar a cor do dente, possuir acao antibacteriana,
nao interferir com os cimentos para fixacdo de retentores intrarradiculares, ser
passivel de ser removido parcial ou totalmente e, além disso, deve apresentar

biocompatibilidade.

Como salientado, além de propriedades fisicas favoraveis que permitam o
facil uso do material obturador e a obtengcdo de um selamento adequado, é
importante considerar o seu comportamento biolégico, arguindo-se sobre a sua
capacidade de estimular ou propiciar condicdes favoraveis ao reparo. O material

obturador deve ser inerte ou capaz de induzir a mineralizagcdo apical, antecipando ou
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induzindo o selamento biolégico do forame radicular, considerado como a resposta
ideal ao tratamento endodéntico (LEONARDO, LEAL, 2008; SOARES; GOLDBERG,
2011).

Definicdes de biocompatibilidade envolvem a resposta desejavel esperada do
tratamento, resultante das interagbes entre o material e os sistemas bioldgicos
(WILLIANS, 2008). No que tange a esta propriedade, até o presente, todos os
cimentos endodonticos disponiveis causam um certo grau de agressao aos tecidos
circundantes. Neste sentido, antes de ser empregado para a obturagao dos canais
radiculares, investigagdes criteriosas devem ser realizadas para averiguar se um
determinado material apresenta comportamento biolégico adequado ou nao
(SOARES; GOLDBERG, 2011; SIQUEIRA JR et al.,, 2011; JOHNSON, KULILD,
2011).

Para investigar a biocompatibilidade dos materiais obturadores, diferentes
metodologias, in vitro e in vivo, ttm sido empregadas. Dentre elas, destacam-se os
testes de implantagao subcutanea e intradéssea (TORABINEJAD; PARIROKH, 2010).
Os testes secundarios de compatibilidade biolégica, ou seja, testes in vivo, sao
importantes pois permitem, dentro de determinados limites, a proje¢cao da reagao
dos tecidos diretamente envolvidos no tratamento endodéntico (SCARPARO;
FACHIN; GRECCA, 2009).

Alguns cimentos endoddnticos sao irritantes aos tecidos remanescentes
apicais e periapicais. Observa-se com frequéncia, adjacente a esses materiais, uma
area com inflamacdo de magnitude variavel, provocada pelos mesmos. Essa
irritacéo, somando-se a inflamacéo ja existente em decorréncia do préprio processo
patolégico, bem como, em resposta a agressao ocasionada pelas etapas operatorias
do tratamento, pode levar o tecido conjuntivo apical e periapical a perdas de
extensdes variaveis. Assim, a resposta inflamatéria, quando persistente apés a
obturacdo, ao invés de cumprir o seu papel de defesa e auxiliar na reparacao
tecidual, podera agir inibindo o processo de reparagdo devido aos seus
componentes lesivos (LEONARDO, LEAL, 2008).

Em 1932, Orban ja demonstrava as desvantagens dos materiais obturadores
de canais radiculares irritantes. Holland et al. (1979), observaram que o tipo de

material empregado para a obturagao dos canais tem grande influéncia no processo
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de reparo, pois a maioria deles proporciona a persisténcia de um infiltrado
inflamatério do tipo cronico junto aos tecidos periapicais. Além disso, o0
extravasamento do material obturador pode causar sintomas agudos transitérios,
seguidos por reparagao normal, reparagao retardada ou reagao de corpo estranho,

dependendo de sua toxicidade e resisténcia a desintegragéo.

Os cimentos a base de Oxido de zinco e eugenol (como, por exemplo,
Endofill, Fillcanal) sdo amplamente utilizados. Porém, apesar de possuirem boas
propriedades fisico-quimicas, nao apresentam um comportamento favoravel no que
se refere a biocompatibilidade. Sua acao sobre tecidos subcutaneos de ratos revelou
a presenga de processo inflamatdrio crénico, levando a injuria tecidual, atribuida a
presenca de eugenol livre que pode permanecer por periodos prolongados de
tempo, atuando como depressor celular (SOARES; GOLDBERG, 2011). Scarparo,
Grecca e Fachin (2009), comprovaram que estes cimentos possuem caracteristicas
agressivas aos tecidos vivos. No estudo de Figueiredo et al. (2001), o cimento
Fillcanal foi mais agressivo aos tecidos do que o Sealer 26, AH 26 e N-Rickert. No
trabalho de Batista et al. (2007), o Endofill foi o cimento mais irritante ao tecido
subcutaneo de ratos em comparacdo com os cimentos Endomethasone, Sealer 26 e
AH Plus. Este material ocasionou uma reacao inflamatéria, moderada a intensa,

durante todo o periodo experimental (7, 14 e 30 dias).

O AH Plus (Dentsply De Trey GmbH, Konstanz, Germany) € um cimento
resinoso, criado a partir de modificagcbes na formula do cimento AH 26, e que tem
sido amplamente estudado e utilizado. Possui baixa citotoxicidade (SCHWARZE;
LEYHAUZEN; GEURSTEN, 2002; OZTAN et al., 2003; AL-HIYASAT; TAYYAR;
DARMANI, 2010) e tem apresentado boa capacidade de selamento quando
comparado com outros materiais (HAIKEL et al., 1999; DE ALMEIDA et al., 2000;
PEREIRA et al., 2007; KOPPER et al., 2006; KOPPER et al., 2003; BIER et al.,
2003). Trata-se de um cimento a base de resina tipo epdxi-amina cuja forma de
apresentacdo é pasta/pasta em dois tubos de 4 mL cada. E indicada a proporcéo de
partes iguais da pasta A e da pasta B para o seu preparo. De acordo com o
fabricante, o tempo de trabalho é de 4 horas a 23°C e o tempo de endurecimento de
8 horas a 37°C. Quanto a biocompatibilidade, estudos em tecido subcutaneo de
ratos demostraram que o AH Plus exibiu um infiltrado inflamatério semelhante ao

grupo controle, havendo uma tendéncia de redugao do processo inflamatério durante
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os periodos experimentais (SCARPARO, GRECCA E FACHIN, 2009; TAVARES et
al., 2013). Por ser um cimento ja bastante estudado e pesquisado, e por apresentar
bons resultados, o AH Plus tem sido empregado nos estudos como parametro de

comparacgao.

O cimento de Agregado de Tridéxido Mineral (MTA) tem sido estudado e
demonstra possuir muitas propriedades de um material selador ideal. E um pé que
possui como principais componentes o silicato tricalcico, aluminato tricalcico, 6xido
tricalcico, oxido silicato e 6xido de bismuto (TORABINEJAD et al., 1995a). Sua
capacidade de selamento em retrobturacdes e perfuragdes tem sido superior a de
outros materiais, bem como sua resposta histologica (PITT FORD et al., 1996;
TORABINEJAD et al., 1995a). Além disso, tem mostrado desempenho superior ao
hidroxido de calcio em capeamento pulpar direto (HILTON, FERRACANE, MANCL,
2013). Os resultados de estudos que investigaram as propriedades bioldgicas
demonstram que o MTA fornece uma resposta tecidual favoravel, caracterizada por
auséncia de inflamacao severa, presenca de capsula fibrosa e inducao de formacéao
de tecido duro (BERNABE et al., 2005; GOMES-FILHO et al., 2009). Este cimento
também impede a penetracdo bacteriana e infiltragdo por corantes melhor que o
Super EBA, améalgama ou IRM, quando empregado como material retrobturador
(TORABINEJAD; PARIROHK, 2010). Em uma reviséo de literatura a respeito da
biocompatibilidade do MTA, em contato com tecido ésseo, em comparacdo com
outros materiais, foi constatado que a intensidade da resposta inflamatéria foi
relativamente suave (TORABINEJAD; PARIROHK, 2010). Em funcdo das
caracteristicas favoraveis, como a excelente biocompatibilidade, bioatividade e
osteocondutibilidade, ha grande interesse em desenvolver cimentos endodénticos

com MTA na sua composicao.

Apesar do MTA apresentar propriedades favoraveis que justificam seu uso,
ha algumas limitagdes em relagcdo as suas caracteristicas fisicas, o que dificulta a
sua utilizacdo como cimento obturador. Ele € um material de dificil manipulacéao,
apresenta consisténcia granular (ISLAM; CHNG; YAP, 2006) e tempo de presa
extenso (CHNG et al., 2005; KOGAN et al., 2006).

Buscando superar as referidas limitagdes do MTA, foi introduzido no mercado,

em 2010, o cimento endodéntico MTA Fillapex (Angelus Industria de Produtos
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Odontoldgicos Ltda, Londrina, Brasil). Segundo o fabricante, ele apresenta, em sua
composicao, resina salicilato, resina diluente, resina natural, 6xido de bismuto, silica
nanoparticulada, agregado de triéxido mineral e pigmentos. Seu tempo de trabalho é

de 30 minutos e o tempo minimo de presa é de 120 minutos.

Conforme anunciado pelo fabricante, o MTA Fillapex € um cimento
endodontico a base de MTA. Entretanto, estudos recentes evidenciam que este,
apesar de conter MTA, é a base de resina de salicilato (VIVIAN et al., 2013; ROSA
etal., 2013).

De acordo com o fabricante, as principais vantagens do MTA Fillapex sao a
presenca do MTA na formula, permitindo a formacdo de um novo tecido; a
biocompatibilidade; a alta radiopacidade; o excelente escoamento, penetrando no
canal e preenchendo também canais laterais; expansao de presa, promovendo o
selamento do canal radicular, evitando a penetracdo de fluidos tissulares e a
recontaminacdo bacteriana; a liberagdo de ions calcio, o que induz a rapida
regeneracgao tecidual em locais com lesdo éssea e atividade microbiana; o sistema
pasta x pasta, permitindo uma facilidade de manipulacdo e insercao; tempo de
trabalho adequado; e facil remocdo em casos de retratamento. Além disso, por
possuir MTA em sua composi¢ao, o fabricante afirma que este cimento apresenta
pH alcalino e libera ions calcio (ANGELUS, 2013).

Com o objetivo de investigar as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas
relatadas pelo fabricante a respeito do MTA Fillapex, diversas pesquisas estao

sendo desenvolvidas.

Quando o MTA Fillapex ainda estava em fase experimental, Bernardes et al.
(2010), observaram que o AH Plus apresentou maior escoamento quando
comparado aos cimentos Sealer 26 (cimento a base de resina epdxica com hidréxido
de calcio) e MTA Obtura (denominagéao atribuida ao MTA Fillapex antes de ser
langado no Mercado). Entretanto, em um estudo mais recente, Silva et al. (2013)
verificaram que o MTA Fillapex apresentou escoamento de 31,09 mm, sendo
superior ao observado para o AH Plus (25,80 mm). Cabe salientar que nos dois
estudos citados, ambos os cimentos apresentaram valores aceitaveis de acordo com
as recomendacgdes da ISO 6786/2001, em que o minimo exigido para os cimentos &

de 20 mm.
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Em relacdo a radiopacidade, o MTA Fillapex obteve os menores valores
quando comparado ao AH Plus, Sealer 26 e Sealapex, sendo o AH Plus o mais
radiopaco entre esses (BICHERI; VICTORINO, 2013). Concordando com estes
achados, Silva et al. (2013) também verificaram menor radiopacidade para o MTA
Fillapex em comparacdo ao AH Plus. Entretanto, apesar de menos radiopaco, os
valores de radiopacidade apresentados pelo MTA Fillapex foram superiores ao
minimo exigido pela ANSI/ADA (1984).

Quanto as propriedades fisicas, o MTA Fillapex apresentou os valores mais
baixos de escoamento, tempo de trabalho e tempo de presa inicial e final, quando
comparado ao AH Plus. A solubilidade e a absor¢ao de agua do AH Plus também
foram significativamente maiores do que as do MTA Fillapex. Apesar dos resultados
mais favoraveis do AH Plus, os autores relatam que o MTA Fillapex apresentou
propriedades fisicas adequadas para um cimento endodéntico (VITTI et al, 2013).
Quando a resisténcia ao deslocamento foi avaliada, o MTA Fillapex apresentou
resultados aceitaveis e similares ao AH Plus (ASSMANN et al., 2012).

Zhow et al. (2013) também investigaram as propriedades fisicas do MTA
Fillapex, comparadas com as dos cimentos Endosequence BC (bioceramico), AH
Plus, ThermaSeal, Guttaflow e Pulp Canal Sealer. O MTA Fillapex apresentou
escoamento maior que o Endosequence BC. O MTA Fillapex e Endosequence BC
apresentaram maior espessura de filme entre as amostras testadas. Em todos os
periodos, o MTA Fillapex e o Endosequence BC apresentaram um pH alcalino. A
viscosidade dos cimentos testados aumentou com a diminuigdo da velocidade de
injecdo. Foi concluido que os cimentos testados sao pseudoplasticos, de acordo
com suas viscosidades. Os cimentos MTA Fillapex e o Endosequence BC possuem
escoamento e estabilidade dimensional comparaveis, mas maior espessura de filme

e solubilidade do que os outros cimentos testados.

O uso de materiais com pH alcalino e liberacdo de ions calcio favorece a
mineralizacdo dos tecidos duros e esta relacionado a uma boa atividade
antimicrobiana (ESTRELA et al., 1995). Neste sentido, Kuga et al. (2011), realizaram
um estudo para avaliar o pH e liberacdo de ions calcio do MTA Fillapex, em
comparagao ao MTA cinza e branco, manipulados com agua destilada. Na analise

do pH, em 24 horas, os grupos testados apresentaram resultados similares. Porém,
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aos 7 e 14 dias, o MTA Fillapex mostrou um pH significativamente mais baixo do que
o MTA cinza e branco. O MTA Fillapex mostrou uma liberagao de ions calcio menor
que o MTA cinza e branco em 24 horas, 7 e 14 dias. Ja no estudo de Silva et al.
(2013), o MTA Fillapex apresentou pH alcalino em todos os periodos experimentais
(3, 24, 48, 72 e 168 horas), com o valor maximo de 9,68 em 3 horas, caindo para

7,76 em 168 horas. O AH Plus apresentou valores préximos ao neutro (pH=7).

Morgental et al. (2011), avaliaram o pH e a atividade antibacteriana do Endo
CPM Sealer e MTA Fillapex, comparados ao MTA branco e Endofill. O MTA Fillapex
e o Endofill tiveram um efeito contra Enterococcus faecalis antes de tomar presa,
mas nao mantiveram a atividade antibacteriana apds 7 dias. Apesar do pH alcalino,

MTA branco e Endo CPM Sealer ndao apresentaram atividade antibacteriana.

Faria-Junior et al. (2013) avaliaram a atividade antibacteriana frente ao
Enterococcus faecalis, pH e solubilidade dos cimentos endodénticos AH Plus, Sealer
26, Sealapex, Activ GP e MTA Fillapex. O Sealapex e o MTA Fillapex ocasionaram
reducdo no numero de bactérias nos biofilmes e apresentaram maior solubilidade.
Os autores discutem o fato de que a alta solubilidade e o pH alcalino podem estar

relacionados a atividade antibacteriana destes materiais.

Com relacédo a citotoxidade do MTA Fillapex, Bin et al. (2012) compararam
este cimento ao AH Plus e MTA branco. Neste estudo, o MTA Fillapex apresentou a
citotoxicidade mais alta, enquanto o MTA branco foi considerado o menos citotoxico
e genotdxico, em contato com cultura de células de fibroblastos de hamsters
Chineses (V79).

Silva et al. (2013) também testaram a citotoxicidade do MTA Fillapex e
verificaram que este cimento foi mais citotéxico que o AH Plus em todos os periodos
quando testada a viabilidade de fibroblastos de camundongos (Balb/c 3T3),
mantendo a citotoxicidade constante ao longo do tempo. O AH Plus foi
moderadamente citotéxico inicialmente, levemente citotoxico depois de uma semana
e se tornou nao citotdéxico apdés duas semanas. Estes resultados estdo de acordo
com os de Yoshino et al. (2013), no qual o MTA Fillapex foi o material que
demonstrou o maior efeito citotoxico sobre fibroblastos de ligamento periodontal

humano, seguido do MTA branco e do cimento de Portland.
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No que tange a resposta biolégica do MTA Fillapex, alguns estudos foram
desenvolvidos recentemente. O estudo de Gomes-Filho et al. (2012), avaliaram a
reacdo do tecido subcutaneo de ratos ao implante de tubos de polietileno
preenchidos com MTA Fillapex comparados com a reagcdo aos tubos preenchidos
com Sealapex ou Angelus MTA. Neste estudo, o MTA Fillapex causou uma resposta
inflamatdéria moderada aos 7 dias, que foi reduzindo ao longo do tempo, semelhante
ao MTA Angelus. Além disso, o Sealapex, MTA Angelus e o MTA Fillapex
estimularam a formacgao de tecido mineralizado. Foi concluido que o MTA Fillapex é

um material biocompativel.

A estimulacdo da mineralizacdo ocasionada pelos cimentos acima citados,
provavelmente ocorre devido a presengca de CaO em suas formulagbes. Esta
substancia reage com os fluidos teciduais, formando Ca(OH),. A difusdo dos ions
hidroxila provenientes do canal radicular, obturado com um destes cimentos,
aumenta o pH na superficie radicular adjacente aos tecidos periodontais, interferindo
com a atividade osteoclastica e promovendo alcalinizagao do meio, o que favorece o
reparo. Os ions calcio participam na ativacdo da adenosina-trifosfatase calcio
dependente e reagem com gas carbOnico para formar cristais de carbonato de
calcio, que servem como um nucleo para calcificacdo e favorecem a mineralizacao
(GOMES-FILHO et al., 2008).

Gomes-Filho et al. (2013) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar o
reparo de lesdes periapicais em caninos de caes depois de um tratamento
endodoOntico em sessdo unica e obturagdo com MTA Fillapex, Sealapex ou Endo-
CPM-Sealer. Os resultados obtidos foram insatisfatorios, independentemente do
cimento empregado. Tais achados demonstraram que os cimentos utilizados nao
foram capazes de combater a infeccdo endoddntica remanescente apds a conclusao
do preparo do canal, pois os tecidos periapicais ndo foram completamente
reparados. Cabe salientar que nos dentes obturados com MTA Fillapex e Sealapex a
reacao inflamatéria na regido periapical, em intimo contato com os materiais, foi
menos intensa, demonstrando melhor biocompatibilidade. O estudo demonstrou que
mesmo com o uso de materiais biocompativeis que estimulam a mineralizagao, o

reparo nao ocorre sem a desinfeccao do sistema de canais radiculares.

Marques et al. (2013) realizaram um trabalho com o objetivo de avaliar a
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resposta de tecido subcutdneo de ratos ao MTA Fillapex, ao cimento endoddntico
experimental a base de cimento de Portland com adigao de propilenoglicol e a pasta
com o6xido de zinco e eugenol com idoféormio. Aos 7 dias, a resposta inflamatdria foi
mais intensa no grupo da pasta de éxido de zinco e eugenol com iodoférmio. Neste
periodo, o grupo do MTA Fillapex apresentou algumas células gigantes, macrofagos
e linfocitos. Aos 15 dias, no grupo do MTA Fillapex foi observada a presenga de
fibroblastos e fibras colagenas, indicando processo de cicatrizagdo do tecido. O
cimento de Portland apresentou resultados semelhantes ao MTA Fillapex. O grupo
do cimento de 6xido de zinco e eugenol com iodoférmio evidenciou comportamento
biolégico menos favoravel, com infiltrado inflamatdrio intenso, mesmo apés 15 dias.
Foi possivel concluir que MTA Fillapex e cimento de Portland sdao mais

biocompativeis.

Em outro trabalho recente, também foi avaliada a resposta do MTA Fillapex
ao tecido subcutaneo de ratos. Neste, o MTA Fillapex foi comparado com o cimento
Endofill e AH Plus. Em relagdo a biocompatibilidade, apesar do MTA Fillapex
apresentar agregado de triéxido mineral na sua composi¢ao, ele ndo apresentou
vantagens quando comparado ao AH Plus e Endofill. O AH Plus apresentou os

melhores resultados, semelhante ao grupo controle (TAVARES et al., 2013).

A implantacdo intradéssea dos cimentos endodénticos tem demonstrado ser
um modelo apropriado para avaliar sua biocompatibilidade (TASSERY et al., 1999;
BERNARDINELI; BODANEZI; BRANDAO GARCIA, 2006). A analise das células na
area de contato do cimento é utilizada como paradmetro para determinar a reacao do
material implantado. Segundo Moretton et al. (2000), a inflamacéao relacionada aos

implantes intradsseos foi menos severa que a subcutanea.

Tassery et al. (1999), realizaram um estudo com o objetivo de comparar dois
locais de implantagdo 6ssea, a mandibula e o fémur do coelho, para testar a
biocompatibilidade intradssea in vivo de um cimento de ionbmero de vidro hibrido
(Vitremer) e um cimento de o6xido de zinco e eugenol (Super-EBA), usados em
obturacéao retrograda. Segundo os pesquisadores, o procedimento cirurgico no fémur

€ mais facil de ser realizado do que na mandibula.

Bernardineli, Bodanezi e Branddo Garcia (2006), investigaram o

comportamento e o tipo de reparo 6sseo com a implantagdo de MTA ou pasta zinco-
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endlica com adigdo de agentes radiopacificadores com ou sem hidroxido de calcio,
no fémur e na tibia de ratos. Tanto o MTA quanto o grupo controle apresentaram
graus de inflamacgao leves e constantes nos periodos experimentais de 30, 60 e 90
dias, comprovando a excelente compatibilidade biolégica do MTA. Os grupos com
pasta zinco-endlica ndo apresentaram trabéculas ésseas neoformadas em contato

com o0s materiais.

O estudo de Cintra et al. (2006) comparou as propriedades biolégicas do
MBPC, de um cimento de resina epdxica com hidroxido de calcio e do MTA, através
da avaliacdo quantitativa e qualitativa da resposta inflamatéria e potencial de
formacado 6ssea. Neste trabalho, foram implantados tubos de polietileno, contendo
os cimentos experimentais, no alvéolo dos incisivos extraidos de ratos, ficando em
intimo contato com o osso alveolar. Em todos os grupos, apés uma semana, a
resposta inflamatdria foi suave a moderada e se tornou suave apos os 15 dias. Aos
30 dias, a resposta inflamatéria foi suave e, ao mesmo tempo, o alvéolo foi
cicatrizando com a formagao de novo tecido ésseo. Porém, no grupo do MBPC o
tecido mineralizado apresentou caracteristicas diferentes ao observado no grupo do
MTA. Foi possivel concluir que MTA e MBPC apresentaram comportamento
semelhante nos alvéolos, com diferencas relacionadas as caracteristicas do tecido

de mineralizacao.

Sousa et al. (2006) realizaram um estudo para avaliar a biocompatibilidade
intradssea dos cimentos AH Plus, EndoRez e Epiphany implantados em mandibula
de cobaias (porquinhos-da-india). As anadlises foram feitas apds 4 e 12 semanas.
Apods analise em ambos os periodos, a reagao tecidual inflamatéria ao EndoRez foi
considerada severa. No grupo do AH Plus, a reac&o tecidual evoluiu de severa para
moderada ao longo do tempo. No grupo do Epiphany, a reacgéo inflamatdria foi suave
ou ausente, nos dois periodos analisados, com formacido Ossea. A partir dos
resultados desta investigagcao foi possivel constatar que o Epiphany foi o unico
material que apresentou biocompatibilidade quando em contato com o tecido 6sseo

nos periodos analisados.

Nos estudos acima descritos a respeito da resposta do tecido dsseo em
contato com diferentes materiais, o implante destes no tecido em questao foi feito

através de carreadores (tubos de polietileno, teflon, dentina ou silicone). Entretanto,
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o contato direto do material com o tecido dsseo, simulando um extravasamento de
cimento para os tecidos periapicais apds a obturagao, pode ser obtido a partir da
injecao direta deste no tecido ésseo. Para comparar os dois métodos, inje¢ao direta
ou através de tubos, Figueiredo et al. (2001) avaliaram a resposta inflamatéria do
tecido conjuntivo submucoso da mucosa oral de coelhos frente a injegao direta dos
cimentos endodénticos N-Rickert, AH-26, Fillcanal e Sealer 26 ou ao implante de
tubos de polietileno contendo os mesmos materiais. Os autores ndo encontraram
diferencgas significativas entre os métodos, demonstrando que a forma de aplicagao

do material ndo interfere nos resultados.

No que tange a resposta tecidual ocasionada pelo MTA Fillapex, quando em
contato direto com o tecido 6sseo, até o presente momento nao foram encontrados

relatos na literatura.

Para que um novo cimento endoddntico seja considerado vantajoso em
relacdo aos ja estabelecidos no mercado, é necessario que seja realizado um
conjunto de analises que permitam identificar suas caracteristicas fisicas e

bioldgicas para que se possa comprovar sua eficacia clinica e justificar seu uso.

Sendo assim, antes de seu uso clinico, €& importante estudar a
biocompatibilidade destes materiais, uma vez que eles permanecem em contato
direto com o tecido 6sseo periapical através do forame apical e comunicagdes
acessorias. Os cimentos endodénticos influenciam diretamente no processo de
reparo. Neste sentido, cabe investigar o comportamento bioldégico do cimento MTA

Fillapex no tecido ésseo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar o comportamento biolégico do tecido ésseo de ratos, em contato com
dois cimentos endodonticos, MTA Fillapex e AH Plus, em trés periodos

experimentais, 7, 30 e 90 dias.

3.2 Objetivos Especificos:

- Avaliar a formacgao de barreira 6ssea nas cavidades confeccionadas no
fémur de ratos Wistar em contato com o cimento MTA Fillapex, AH Plus ou
cavidades vazias por 7, 30 e 90 dias.

- Avaliar a resposta inflamatéria ao cimento MTA Fillapex e AH Plus em
contato com o fémur de ratos Wistar em 7, 30 e 90 dias.

- Avaliar a presenca de areas de calcificagdo no interior da medula 6ssea
do fémur de ratos Wistar em contato com os cimentos MTA Fillapex e AH

Plus nos periodos experimentais de 7, 30 e 90 dias.



24

ARTIGO

A ser submetido ao periédico Journal of Endodontics, fator de impacto 2.880
(Qualis A1, CAPES).

EVALUATION OF RAT BONE TISSUE RESPONSE TO MTA FILLAPEX

Eloisa Assmann - DDS, MSc student in Dentistry, Endodontic Division, Federal

University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.

Daiana Elisabeth Boéttcher - DDS, MSc, PhD student in Dentistry, Endodontic

Division, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.

Carolina Bender Hoppe - DDS, MSc student in Dentistry, Endodontic Division,

Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.

Fabiana Soares Grecca - DDS, MSc, PhD. Department of Conservative Dentistry,
Endodontic Division, Dental School, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto

Alegre, Brazil.

Patricia Maria Poli Kopper Mora - DDS, MSc, PhD. Department of Conservative
Dentistry, Endodontic Division, Dental School, Federal University of Rio Grande do

Sul, Porto Alegre, Brazil.



25

Abstract

INTRODUCTION: This study aimed to analyze bone tissue reactions to MTA Fillapex

compared to an epoxy resin-based material in femur of Wistar rats.

METHODS: Bone tissue reactions were evaluated in 18 animals after 7, 30 and 90
days (n=6 per period). Three surgical cavities were prepared on femur and filled with
0.1 mL of AH Plus, MTA Fillapex or no sealer (negative control). By the end of each
experimental period, six animals were randomly euthanized, the femur was dissected
and surgical cavities separated. The samples were histologically processed and
analyzed by light microscope. The infiltrate inflammatory and the calcification zones
were evaluated dichotomously and the hard tissue barrier was classified as absent,

partial or full.

RESULTS: Comparison among periods showed that at 7 days all groups presented
less hard tissue barrier and MTA Fillapex showed more calcification zones than in
other periods. The inflammatory infiltrate significantly reduced at 90 days in AH Plus
and MTA Fillapex groups. Comparisons among the groups presented more
calcification zones for AH Plus than for the other groups at 30 and 90 days. Control
group showed less inflammatory infiltrate at 30 days than in other periods. There
were no singificant diferences to hard tissue barrier among the groups. Data were

analised by non-parameric tests. Significance level was preset in 0.05.

CONCLUSIONS: MTA Fillapex presented satisfactory biological behaviour when in
direct contact with rat bone tissue. The repair characteristics were similar to those
produced by AH Plus, but MTA Fillapex doesn’t induce mineralization in the bone

marrow.

Keywords: Biocompatibility Testing, Bone, Endodontics, Dental Cements.
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Introduction

Mineral trioxide aggregate (MTA) was introduced as a root-end filling material
in the 1990s. Its biocompatibility and sealing ability have been demonstrated in
numerous studies'®. Because of the favorable properties, it was also indicated for
use in direct pulp capping, pulpotomy, apexification, apexogenesis, and
revascularization treatments 2®°. However, the long setting time and poor handling

characteristics still compromise the use of MTA as root canal filling material *2'.

In this regard, MTA Fillapex (Angelus Industria de Produtos Odontoldgicos
Ltda, Londrina, Brazil) was developed as an MTA-based endodontic sealer. The
addition of some componets, such as resins, radiopaque bismuth, nanoparticulated
silica and pigments, were able to improve those unfavorable features. MTA-Fillapex

physical properties'®%® and biocompatibility?*?* are already known. Nonetheless, the
ability to induce mineralized tissue formation, improving bone healing, has not been

assessed.

Thereby, the aim of the present study was to analyze bone tissue reactions to
MTA Fillapex compared to an epoxy resin-based material (AH Plus; Dentsply DeTrey

GmbH, Konstanz, Germany) in the femur of Wistar rats.

Materials and Methods

The present study was approved by the Research and Ethics Committee of
the School of Dentistry of the Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
Brazil (no. 21226). The bone tissue reactions to MTA Fillapex (Angelus Industria de
Produtos Odontolégicos Ltda, Londrina, Brazil) and AH Plus (Dentsply DeTrey
GmbH, Konstanz, Germany) were evaluated in 18 animals after 3 experimental

periods (ie, 7, 30 and 90 days, n=6 per period).

Animals were anesthetized with 0.008 mL/100 g ketamine (Virbac do Brasil

Industria e Comércio Ltda, Sdo Paulo, Brazil) and 0.004 mL/100 g 2% xylazine
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hydrochloride (Virbac do Brasil Industria e Comércio Ltda, Sdo Paulo, Brazil)**?2.

The right hind leg, near to the femur region, was used for intervention. Trichotomy
was performed and disinfection with alcohol-iodine solution was carried out. A 5 cm-
long incision was made on the skin, tissues were separated by layers and the
periosteum was incised with a scalpel. Three 6 mm diameter cavities were prepared
on the cortical surface of the femur, with approximately 12 mm apart from one to
another, with a slow-rotation trephine number 6 bur, under constant irrigation with
saline and aspiration. The bur was positioned perpendicularly to the fémur and
triggered until reaching the bone marrow. Surgical cavities were designated to AH

Plus, MTA Fillapex and negative control (empty cavity) from proximal to distal.

Sealers were prepared according to the manufacturers’ instructions,
introduced into insulin syringes (Injex Industria Cirurgica Ltda, Ourinhos, Brazil) and
0.1 mL were immediately inserted into the respectively cavity. The wound was
sutured in layers (Vicryl - Ethicon, Johnson&Johnson, Sdo José dos Campos, SP,
Brazil). After experimental procedures, 50 mg/kg of opioid analgesic (TRAMAL® 50 —
PFIZER Industria Farcamcéutica, Guarulhos, Brazil) was injected intramuscularly
(IM).

By the end of each experimental period, six animals were randomly
euthanized by CO; inhalation. The operated leg was disarticulated and dissected to
isolate the femur. Then, with a slow-rotation diamond disc, the bone was
transversally sectioned to separate the region of surgical cavities. Each fragment was
individually stored in 10% neutral buffered formalin during 48 hours. After
decalcification with 10% nitric acid, the samples were set in paraffin blocks, and
processed for histologic analysis. Sections with 5 pm thickness of were cut,
transversely to the long axis of the femur, mounted on slides, and stained with
hematoxylin — eosin. Slices were analyzed by light microscope (Model Lambda LQT
2, ATTO Instruments Co., Hong Kong, China), using 40, 100, 200 and 400x
magnification. The inflammatory infiltrate and calcification zones were evaluated
dichotomously (present or absent) and the hard tissue barrier was classified as

absent, partial or full.

Fisher test was used to compare the dichotomous criterias over time in each

group followed by Fisher post-hoc test. To compare the hard tissue barrier formation
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over time in each group Kruskal-Wallis test followed by Mann-Whitney post-hoc test
were performed. Moreover, Friedman test followed by Wilcoxon post-hoc test were
used to compare the groups in each period, regarding the histologic evaluation

criterias. Significance level was preset in 0.05.

Results

Comparison among periods in each group showed that, at 7 days, all groups
presented less deposition of hard tissue barrier than at 30 and 90 days (P<.05). At 90
days all specimens presented full formation of hard tissue barrier. At 7 days, MTA
Fillapex showed more calcification zones than at the other periods (P<.05). The
inflammatory infiltrate significantly reduced at 90 days in AH Plus and MTA Fillapex
groups (P<.05) (Figure 1).

Comparison among groups in each period showed no significant differences to
hard tissue barrier (P>.05). AH Plus showed more calcification zones than MTA
Fillapex and control at 30 and 90 days (P<.05). The control group presented less
inflammatory infiltrate at 30 days than AH Plus and MTA Fillapex groups (P<.05)

(Figure 2). Figure 3 illustrates the histologic evaluation criterias.

Discussion

A primary goal of endodontics is the maintenance or regeneration of the bony
tissue supporting teeth in a healthy state. So, the effect of endodontic sealers on
bone has clinical significance. The present investigation showed that the tested

materials promoted osseous repair after 90 days.

Despite the attempt to standardize experimental models and evaluation
parameters, there is still a great diversity of methodologies, which turns the
comparison between the existent studies difficult, allowing contradictory conclusions.

While evaluating new materials, it is recommended that initial tests should be carried
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out (ie. cytotoxicity, mutagenicity and systemic toxicity when taken orally), followed
by preliminary tests (ie. subcutaneous, muscular and osseous implants and
sensitization/irritation tests) and preclinical animal usage studies. Only after all those
tests, clinical trials should be performed. The MTA Fillapex cytotoxicity, mutagenicity
and biocompatibilty in subcutaneous tissue were previously evaluated'® 8242931,
Although the present literature investigates bone tissue reaction by the contact with

endodontic sealers?®*?*° there is no study evaluating this feature for MTA Fillapex.

In the present study, sealers were injected directly in the bone cavity to
simulate overflow of endodontic sealers to the periapical region. According to
Figueiredo et al.*®, the technique of Bombana that deposit the samples with the use
of needles and pistons appears to be the best way to simulate a clinical situation, in

which there is direct contact with the tissues.

The features evaluated in the present study (inflammatory response, presence
of calcification zones and formation of hard tissue barrier) are related to healing and
regeneration of bone tissue. In all experimental periods and groups, inflammatory
response, when present, showed chronic characteristics. Because of this, the

inflammatory infiltrate was not ranked by scores as in previous investigations'®2428:32-
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There were no differences regarding inflammatory response among the tested
sealers and the control group in 7 and 90-days periods. These results allow inferring
that inflammatory reaction was more related to the surgical procedure and not
necessarily to the sealers’ components. However, in the MTA Fillapex group,
inflammatory response was present in 100% of the 7-days samples. Despite of this, it
was not observed with the same frequency in the 30 and 90-days evaluations, with

statistically significant reduction between the 7 and 90-days periods.

When evaluating bone tissue reactions by the presence of setting time
accelerators associated to MTA, McNamara et al®” described slight or mild
inflammatory response in the 14-days period and absent or slight after 8 weeks.
These results are in accordance to ours because there is a reduction of the
inflammatory response along the periods and this response was already low in the

first evaluation.
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In contrast, when the MTA Fillapex subcutaneous biocompatibility was
evaluated by Tavares et al.?*, this sealer presented higher and worse tissue reactions
when compared to AH Plus. The authors also suggest that there were no biological
advantages by the presence of MTA in the sealer composition. These contradictory
results can be attributed to the different characteristics of the bone and subcutaneous
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tissues. According to Moretton et al.”™, reactions to intraosseous implants are less

intense than to subcutaneous implantation.

Regarding AH Plus bone biocompatibility, Souza et al.** found acute
inflammatory reaction when the sealer was evaluated, 4 weeks after assessment, in
guinea pigs mandible. Infiltrate with chronic characteristics was only found in 12
weeks post-intervention. Anyway, those results are in accordance to ours since the
inflammatory reaction decreased and presented predominant chronic infiltrate over

time.

The presence of calcification zones in the region of the bone marrow are part
of the process of bone repair and were similarly observed in all groups during the first
period of evaluation. In MTA Fillapex and control groups, after 30 days, calcification
was replaced by bone marrow tissue, featuring the complete bone healing. In the AH
Plus group, these areas were maintained through time, however, it does not interfere
in the hard tissue barrier deposition. These findings allow inferring that AH Plus

provides the reestablishment of the original tissue structure more slowly.

Although the high prevalence of inflammatory infiltrate within 7 days in MTA
Fillapex group, bone marrow was completely reestablished after 30 days of
evaluation. This result sugests that repair was faster in this group. It is assumed that
this intense response may have accelerated the repair process, since the infiltrate

with chronic characteristics is related to tissue organization and healing.

Finally, in regard to the hard tissue barrier formation, all groups presented the
complete closure of the access cavity. Differences were observed in each group
throughout time. While in the MTA Fillapex and AH Plus groups all samples were
closed from ninety days, the samples from the control group presented a complete
barrier within 30 days. In any way, when comparing groups within the same period,
there was no statistically significant difference. One possible reason for a delay in

closing the cavities in the sealers’ groups might be the presence of this foreign body
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and the time required for its elimination. Only then, there would be conditions for the

hard tissue barrier formation.

Conclusions

MTA Fillapex presented satisfactory biological behaviour when in direct
contact with rat bone tissue. The repair characteristics were similar to those
produced by AH Plus, but MTA Fillapex doesn’t induce mineralization in the bone

marrow.
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Figure Legends

Figure 1 — Comparison among the periods in each group regarding hard tissue
barrier, calcification zones and inflammatory infiltrate. Different letters indicate

statistically significant differences (p<.05).

Figure 2 — Comparison among the groups in each period regarding hard tissue
barrier, calcification zones and inflammatory infiltrate. Different letters indicate

statistically significant differences (p<.05).

Figure 3 — Representative histological features — a) absence of hard tissue barrier:
Presence of Bone (B), Access Cavity (A) and Inflammatory Infiltrate (I). Animal from
AH Plus group, 7 days (100x; scale bar = 100 um); b) Increased magnification from
inflammatory infiltrate of (a) close to the access cavity (400x; scale bar = 25 um); c)
Partial hard tissue barrier (*): incomplete bone formation and reestablishment the
bone marrow (BM). Animal from MTA Fillapex group, 30 days (40x, scale bar = 100
pm); d) Increased magnification from the hard tissue barrier of (c): characterized by
the presence of immature bone and incomplete closure from the access cavity (200x;
scale bar = 50 um); e) Complete hard tissue barrier (*): well organized barrier and
complete closure from the access cavity. Notice the presence of calcification zones
(v) in the bone marrow region. Animal from AH Plus group, 90 days (100x; scale bar
=100 um). f) Calcification zones (v). Animal from MTA Fillapex group, 7 days (200x;

scale bar = 50 ym)
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CONSIDERAGOES FINAIS

A partir do exposto anteriormente, sabe-se que a biocompatibilidade é uma
propriedade fundamental em um cimento endoddntico, uma vez que este entra em
contato direto com os tecidos periapicais, através do forame apical e comunicagodes
acessorias. Sendo assim, apds a obturacdo dos canais radiculares, o cimento
endodontico influencia no reparo dos tecidos periapicais pds tratamento
endodéntico.

A presenca e liberacdo de substancias podem resultar em diferentes reagodes
teciduais quando em contato com o periapice. Idealmente, o material obturador deve
favorecer o reparo e estimular a deposicao de um tecido mineralizado, isolando a
obturacdo dos tecidos periapicais. Até hoje, porém, nenhum cimento endoddntico
apresenta caracteristicas que agregam propriedades fisicas e biolégicas ideais.

Devido a isso, novos materiais para a obturacido do canal sdo uma constante.
Antes de serem empregados na clinica endodéntica, suas propriedades devem ser
adequadamente investigadas. No que tange a biocompatibilidade, ha uma grande
dificuldade para comparar-se resultados de diferentes estudos devido a falta de
padronizacao dos métodos e forma de apresentacio dos resultados.

Os estudos in vitro sao limitados para gerar evidéncias clinicas, pois ndo tem
a capacidade de reproduzir as condicdes da cavidade bucal. Dessa forma, estudos
in vivo sdo necessarios para avaliar o comportamento biolégico de novos cimentos
endodénticos, tendo como objetivo verificar a resposta dos tecidos periapicais frente
ao contato com as substancias que compdem os referidos materiais. Sendo assim, o
presente estudo propés um modelo in vivo, empregando ratos como modelo
experimental, tendo como objetivo simular o que ocorre na clinica endodéntica.

Foi realizada uma injegao direta dos materiais no tecido ésseo com a intengao
de simular um extravasamento dos cimentos para os tecidos periapicais. Tal
situacao clinica ndo é incomum nos tratamentos endodénticos, principalmente nos
casos em que ja ha uma destruicdo déssea significativa, com a presenga de lesao
periapical visivel radiograficamente. Além disso, nos casos em que a técnica de
obturacédo de escolha utiliza a termoplastificagdo da guta-percha, o extravasamento

de material para os tecidos periapicais ocorre com maior frequéncia.
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O cimento AH Plus foi usado neste estudo como parametro de comparagao
por ser um cimento ja bastante investigado e ter suas propriedades bioldgicas ja
descritas e conhecidas (SCARPARO et al, 2010; TAVARES et al, 2013). Nas
condigdes propostas na presente investigagdo, ndo foram encontrados relatos na
literatura a respeito do MTA Fillapex, o que justifica a pesquisa a respeito da
resposta do tecido 6sseo quando em contato com este material.

Por apresentar MTA em sua formulagao, seria de se esperar uma resposta
mais favoravel deste cimento em comparagcdo com o AH Plus. Entretanto, tal
hipétese nao foi confirmada, pois o MTA Fillapex ndo apresentou comportamento
bioldgico superior ao AH Plus. Este achado talvez esteja relacionado a presencga de
maior quantidade de resinas na composicdo do MTA Fillapex em relacdo a
quantidade de MTA.

A presente pesquisa contribuiu com informacdes a respeito da resposta do
tecido dsseo de ratos frente ao contato direto com dois cimentos endodénticos que
foram biologicamente favoraveis. Outras investiga¢cdes, comparando o MTA Fillapex
com cimentos endododnticos comprovadamente irritantes aos tecidos periapicais,
talvez pudessem ratificar o comportamento biolégico favoravel deste material,

havendo um maior contraste entre as respostas encontradas.
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ANEXO 1

Carta de aprovagio da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA).

. SRS
UF R G S  PRO-REITORIA DE PESQUISA PROPER —,

UNIVERSIDADE FEDERAL Comisséo De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVAGAO

Comissio De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Namero: 21226

Titulo:  A\VALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE DOS CIMENTOS ENDODONTICOS ENDOFILL,
FILLAPEX E AH PLUS EM TECIDO OSSEO DE RATOS

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

PATRICIA MARIA POLI KOPPER MORA - coordenador desde 01/08/2011
ROBERTA KOCHENBORGER SCARPARO - pesquisador desde 01/08/2011
DAIANA ELISABETH BOTTCHER - pesquisador desde 01/08/2011
FABIANA SOARES GRECCA VILELLA - pesquisador desde 01/08/2011
Eloisa Assmann - pesquisador desde 01/08/2011

Cauana Oliva Tavares - pesquisador desde 01/08/2011

Comissédo De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo, em reuniéo realizada em
17/01/2012 - sala 01 de reuni6es do Gabinete do Reitor, 6° andar do prédio da Reitoria, em
seus aspectos éticos e metodolégicos, para a utilizagao de 18 ratos Wistar, de acordo com
as Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de
novembro de 2008 que disciplina a criagéo e utilizagdo de animais em atividades de ensino e
pesquisa. .

Porto Alegre, Terga-Feira, 7 de Fevereiro de 2012

STELA MARIS KUZE RATES
Vice Coordenador da comisséo de ética
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Figura 1 — Comparagao entre os periodos em cada grupo em relagdo a
formacao de barreira 6ssea, areas de calcificagdao e infiltrado inflamatério.

Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Figura 2 — Comparagao entre os grupos em cada periodo em relagdo a
formacao de barreira 6ssea, areas de calcificagdao e infiltrado inflamatério.

Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).
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ANEXO 4

Figura 3 — Cortes histolégicos representativos.

Figura 3a — Auséncia de barreira éssea; presenga de osso (B); Cavidade de
acesso (A) e infiltrado inflamatério (I). Animal do grupo AH Plus, 7 dias
(aumento de 100x)




ANEXO 5

Figura 3b — Maior aumento do infiltrado inflamatério da figura 3a, préximo a
cavidade de acesso (aumento de 400x).
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ANEXO 6

Figura 3c — Formagao parcial de barreira éssea (*): formagao éssea incompleta
e restabelecimento da medula éssea (BM). Animal do grupo MTA Fillapex, 30
dias (aumento de 40x).
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ANEXO 7

Figura 3d — Maior aumento da barreira 6ssea da figura 3c, caracterizada pela

presenca de osso imaturo e fechamento incompleto da cavidade de acesso
(aumento de 200x).
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ANEXO 8

Figura 3e — Barreira 6ssea completa (*): barreira 6ssea bem organizada com
completo fechamento da cavidade de acesso. Veja a presenca de areas de
calcificagao (setas) na regidao da medula éssea (BM). Animal do grupo AH Plus
(90 dias) (aumento de 100x).




ANEXO 9

Figura 3f — Areas de calcificagdo (setas). Animal do grupo MTA Fillapex.
Animal do grupo MTA Fillapex, 7 dias (aumento de 200x)
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