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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a biocompatibilidade dos
cimentos iRoot SP, MTA FILLAPEX, DiaRoot e MTA BRANCO
através da andlise da reacgdo tecidual estimulada apds a implantacdo de
tubos de dentina preenchidos com os cimentos, em tecido subcutaneo de
ratos. Foram utilizados 32 ratos, divididos em 4 grupos, de acordo com
0s materiais e periodos experimentais de 7, 15, 30 e 90 dias. Quatro
tubos de dentina preenchidos com os cimentos e um quinto tubo,
deixado vazio (controle), foram implantados no tecido subcutaneo de
cada um dos ratos em 5 sitios, na regido dorsal. Passados os periodos
experimentais, foi realizada a eutanasia dos animais e os tubos e tecidos
circundantes foram excisados em bloco. Ap6s a fixacdo do tecido, 0s
tubos de dentina foram cuidadosamente removidos e o tecido foi
processado para inclusdo em parafina. Foi realizada a coloragdo de
Hematoxilina e Eosina para observacdo da morfologia tecidual, e os
seguintes critérios foram avaliados: organizacdo, composicdo e
espessura da cdpsula conjuntiva, intensidade da inflamag&o, presenca de
células gigantes multinucleadas (CGMNSs), macréfagos, necrose tecidual
e neovascularizacdo. Também foi realizada a técnica de VVon Kossa para
avaliacdo de estruturas calcificadas, bem como anélise em microscépio
de luz polarizada, para observacao de cristais de calcita. Os dados foram
submetidos ao teste exato de Fischer e/ou Kruskal-Wallis a um nivel de
significancia de 5%. N&o foram observadas diferencas significativas
entre os grupos em relagdo a intensidade da reagdo inflamatoria,
espessura e organizacdo da capsula conjuntiva nos diferentes periodos
experimentais. Foram observadas diferencas significativas em relacdo a
presenga de CGMNSs, macrofagos e necrose tecidual, sendo estas
variaveis mais frequentes nos espécimes do MTA FILLAPEX e no
iRoot SP. Em todos os grupos foi observada positividade ao Von Kossa,
relacionada as areas de necrose, porém, ndo foram detectados cristais de
calcita. Todos os cimentos demonstraram biocompatibilidade, visto que
as reacOes teciduais foram atenuando-se ao longo do tempo, exceto o
MTA FILLAPEX que, aos 90 dias, ainda estimulou uma reacdo
inflamatdria moderada no tecido adjacente, necrose tecidual, presenca
de células gigantes multinucleadas e macréfagos fagocitando particulas
do cimento.

Palavras-chave: MTA. Cimentos endoddnticos. Biocompatibilidade.
Tecido subcutaneo. Inflamacéo. Calcificagéo.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the biocompatibility of
the sealers iRoot SP, MTA FILLAPEX, DiaRoot BioAggregate and
MTA BRANCO through the analysis of the tissue reaction stimulated by
the implantation of dentin tubes filled with the sealers in the
subcutaneous tissue of rats. We used 32 rats, divided into 4 groups of 8
animals, according to the materials and experimental periods of 7, 15, 30
and 90 days. Four dentin tubes, each filled with one of the experimental
sealers and a fifth tube, left empty (control), were implanted in the
subcutaneous tissue of each rat at 5 locations equidistant, in the dorsal
area. After the experimental periods, the animals were submitted to
euthanasia and the tubes with surrounding tissue were excised. After
fixation, the dentin tubes were carefully removed and the surrounding
tissue was processed for parafin inclusion. Staining was performed with
Hematoxylin and Eosin to evaluate tissue morphology using the
following criteria: organization, composition and thickness of the
connective capsule, intensity of inflammation, presence of
multinucleated giant cells, macrophages, tissue necrosis and
neovascularization. Von Kossa staining was also performed as well as
microscope evaluation under polarized light to observe calcite crystals.
Data were analysed using Fisher’s exact test and the Kruskal-Wallis test
at a significance level of 5%. There was no statistically significant
difference among the scores of different groups regarding the intensity
of the inflammatory reaction, thickness or organization of the connective
capsule in the different experimental periods. Statiscally significant
differences were observed between the groups regarding the presence of
multinucleated giant cells, macrophages and necrosis, more visible in
MTA FILLAPEX and iRoot SP. In all groups were observed VVon Kossa
positivity related to areas of necrosis but calcite crystals were not
detected. All sealers were found to be biocompatible since the tissue
reactions decreased during the experimental periods, except in the case
of MTA FILLAPEX that, at 90 days, still stimulated a moderate
inflammatory reaction in the adjacent tissue, tissue necrosis, presence of
multinucleated giant cells and macrophages phagocyting particles of the
sealer.

Keywords: MTA. Endodontic sealers. Biocompatibility. Subcutaneous
tissue. Inflammation. Calcification.
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INTRODUCAO

Desde 1993, quando foi citado pela primeira vez, o Agregado
de Trioxido Mineral (MTA) vem recebendo destaque e hoje é um dos
materiais mais estudados na Endodontia (LEE; MONSEF;
TORABINEJAD, 1993). Inicialmente, foi indicado para selar
comunicac@es entre a cavidade pulpar e o periodonto, especialmente em
casos de perfuracédo radicular (LEE; MONSEF; TORABINEJAD, 1993;
HOLLAND et al., 2001 ) ou furca (PITT FORD et al., 1995; MAIN et
al., 2004). Posteriormente, passou a ser indicado em outras situacfes
clinicas, como: tratamentos conservadores da polpa (PITT FORD et al.,
1996; MENEZES et al., 2004; BARRIESHI-NUSAIR & QUDEIMAT,
2006), preenchimento de areas de reabsor¢do interna e externa
(SCHWARTZ et al., 1999), reparo de fraturas radiculares
(TORABINEJAD; CHIVIAN, 1999), retro-obturacdo (TORABINEJAD
et al, 1995), obturagdo do canal radicular (TORABINEJAD;
CHIVIAN; 1999; HOLLAND et al., 1999b), tampdo cervical
previamente ao clareamento interno (CUMMINGS; TORABINEJAD,
1995; MAH et al., 2003) e tampéo apical em dentes com rizogénese
incompleta (TORABINEJAD; CHIVIAN, 1999; FELIPPE; FELIPPE;
ROCHA, 2006).

O MTA apresenta-se como um pd hidrofilico, composto
principalmente por silicato tricélcico, silicato dicalcico, aluminato
tricalcico, Oxido tricalcico e O6xido silicato (LEE; MONSEF;
TORABINEJAD, 1993; ASGARY et al., 2009; SARKAR et al., 2005).
H& pequenas quantidades de outros 6xidos em sua composi¢do, como o
oxido de bismuto, adicionado para conferir radiopacidade ao agregado
(LEE; MONSEF; TORABINEJAD, 1993).

Em 1999, a Dentsply (Tulsa Dental, Oklahoma, USA) langou o
MTA no mercado americano, com a coloracdo cinza e denominado
ProRoot. Ap6s 3 anos, a mesma empresa lancou o MTA de coloracédo
branca, comercialmente chamado de ProRoot MTA. A reducdo da
quantidade de aluminio, magnésio e ferro foi responsavel pela mudanca
de cor de cinza para a branca (SARKAR et al.,2005; ASGARY et al.,
2005).

No Brasil, 0 MTA-Angelus cinza foi langado em 2003 pela
empresa Angelus Solugbes Odontolégicas (Londrina, PR, Brasil) e no
ano seguinte, a mesma empresa lancou o MTA branco. A mudanca da
cor ampliou as indicagbes clinicas do material para areas de maior
necessidade estética, por exemplo, perfuracbes em dentes anteriores



26

(BORTOLUZZI et al., 2006). Outra diferenga entre os MTAS cinza e
branco é o tamanho de suas particulas, cerca de 8 vezes menores e mais
homogéneas no MTA branco (CAMILLERI et al., 2005), conferindo-lhe
maior superficie de contato com o liquido utilizado na hidratacdo e
consisténcia final mais apropriada para insercdo no sitio desejado
(KOMABAYASHI & SPANGBERG, 2008).

Recomenda-se que a manipulagdo do pd do MTA,
independentemente da marca comercial, seja realizada com 4&gua
destilada estéril na proporcdo de 3:1 (TORABINEJAD; WATSON;
PITT FORD, 1993). O tempo de presa do material é de 165 min, em
média, e é considerado longo (TORABINEJAD et al., 1995), o que
representa uma das desvantagens do MTA (KOGAN et al., 2006; BER;
HATTON; STEWART, 2007). Segundo a Angelus Solucdes
Odontoldgicas, uma nova formulacdo foi desenvolvida para 0 MTA
Branco, cujo tempo de presa € de 15 min (Angelus bula).

As caracteristicas fisico-quimicas do agregado podem ser
influenciadas pela propor¢do pdé/liquido utilizada, método de
manipulacdo, tamanho das particulas, meio de armazenamento, pH do
meio, tempo decorrido entre a manipulacdo e emprego, pressao aplicada
durante a compactacdo, umidade e temperatura (TORABINEJAD;
WATSON; PITT FORD, 1993; PARIROKH & TORABINEJAD,
2010).

Devido a natureza hidrofilica do MTA, a umidade existente no
meio auxilia na sua reagdo de presa. Isto é interessante porque se pode
utilizd-lo na presenca de sangue ou outro tipo de fluido
(TORABINEJAD et al., 1994; TORABINEJAD et al., 1995; ROY;
JEANSONNE; GERRETS, 2001).

Durante a hidrata¢cdo do MTA ha a formagdo de hidroxido de
calcio e consequente liberacdo de ions calcio e hidroxila para o meio,
justificando o importante comportamento bioldgico e sucesso clinico do
material (CAMILLERI et al., 2005, HOLLAND et al., 2002).
Imediatamente apds a manipulacdo, o MTA apresenta um pH de 10.2
elevando-se para 12.5 ap6s 3 horas (TORABINEJAD et al., 1995;
KOGAN et al., 2006; BER; HATTON; STEWART, 2007). Duarte et al.
(2003) observaram que mesmo apés 168 horas 0 MTA continua a liberar
ions célcio.

Segundo Tronstad et al. (1981), a partir da difusdo dos ions
hidroxila ocorre uma elevacdo do pH do meio, com consequente
alcalinizacdo dos tecidos adjacentes, o que favorece o reparo tecidual.
Ja os ions célcio liberados pelo material reagem com o tecido
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circundante originando cristais, cuja composicdo e funcdo tém gerado
inimeras discussdes em trabalhos publicados.

Apo6s a implantacdo de tubos de dentina preenchidos com MTA
e hidroxido de calcio em tecido subcutneo de ratos, Holland et al.
(1999a) relataram a formacdo de cristais resultantes da interacdo dos
fons célcio liberados pelos materiais, com o gas carbdnico do tecido,
denominados pelos autores de cristais de carbonato de célcio (cristais de
calcita). Esses cristais foram detectados no interior dos tubulos
dentindrios e na interface tubo/tecido conjuntivo, apresentando-se
birrefringentes & luz polarizada e Von Kossa positivos. Os autores
também observaram a presenca de um tecido duro basofilico e irregular
proximo a entrada dos tubos e adjacente aos cristais de calcita. Este se
mostrou altamente positivo a coloracdo Von Kossa e estava circundado
por tecido conjuntivo fibroso e inflamacdo cronica, considerada leve.
Concluiram que o MTA e o hidroxido de célcio apresentam
comportamento biolégico semelhante.

Em trabalho in vitro, Seux et al. (1991) relataram o acimulo de
fibronectina® junto aos cristais de calcita, estimulando a adesdo e a
diferenciacdo celular, favorecendo a deposi¢do de tecido mineralizado
no local.

Trabalhos recentes mostraram que quando o MTA fica em
contato com o tampdo fosfato salino (PBS) — solug¢do simuladora do
fluido tecidual - ocorre a interacdo entre os ions calcio do material e 0s
ions fosfato do fluido, dando origem a cristais ou precipitados. Estes se
depositam na superficie do cimento ja nas primeiras horas (SARKAR et
al., 2005; REYES-CARMONA; FELIPPE; FELIPPE, 2009;
PARIROKH et al., 2010) e apresentam composi¢do quimica semelhante
a da hidroxiapatita (SARKAR et al., 2005; BOZEMANN; LEMON;
ELEAZER, 2006), ou a da apatita carbonatada (TAY et al., 2007; TAY
& PASHLEY, 2008; REYES-CARMONA,; FELIPPE; FELIPPE, 2009).

Sarkar et al. (2005) justificam que o fluido tecidual é rico em
ions fosfato e relativamente pobre em carbonato; por isso, ha maior
probabilidade de que o resultado da interacdo entre MTA e fluido seja a
formagdo de cristais de hidroxiapatita (HA), e ndo de calcita,
contrariando os achados de Holland et al. (1999a).

Esses cristais depositam-se sobre as fibras colagenas da dentina,
funcionando como iniciadores da deposi¢do mineral na interface
cimento/dentina, estendendo-se para o interior dos tubulos dentinarios,

! Pertence a um grupo de moléculas de ades&o do substrato, produzida por
fibroblastos, macréfagos e células endoteliais.
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formando tags. Dessa forma, preenchem os espagos microscépicos entre
0 MTA e a dentina, (SARKAR et al., 2005; BOZEMANN; LEMON;
ELEAZER, 2006; REYES-CARMONA; FELIPPE; FELIPPE, 2009)
favorecendo algumas propriedades do material, como: selamento,
biocompatibilidade (SARKAR et al., 2005) e resisténcia a tracdo
(REYES-CARMONA,; FELIPPE; FELIPPE, 2009).

Diante destas informagdes, observou-se que o MTA tem a
habilidade de estimular o reparo tecidual e a deposi¢cdo de tecido
mineralizado na interface  MTA/dentina (REYES-CARMONA,;
FELIPPE; FELIPPE, 2009); esse processo foi denominado
biomineralizacdo (REYES-CARMONA et al., 2010).

Um material que estimula a deposicéo de cristais de apatita ou
de HA sobre sua superficie é definido como bioativo; ou seja,
bioatividade é o termo empregado para definir a capacidade que um
material tem de interagir com o tecido vivo, permitindo a sua integracdo
ao ambiente receptor e trazendo efeitos benéficos ao tecido onde é
implantado. Na interface biomaterial/tecido ocorrem diversas reacdes
bioguimicas e biofisicas que resultam na formacéo de uma camada de
cristais de apatita ou HA (HENCH, 1991).

Com o objetivo de avaliar a relagéo entre reacdo inflamatdria e
biomineralizagdo in vivo, Reyes-Carmona et al. (2010) implantaram
tubos de dentina preenchidos com MTA ou vazios em tecido subcutaneo
de camundongos durante os periodos de 12 h, 1, 3 e 7 dias. A anélise
dos tubos em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) revelou a
presenga de precipitados semelhantes & apatita, depositados sobre as
fibras colagenas ja nas primeiras 12 h. Com o passar do tempo, uma
camada mineralizada mais extensa foi observada, ocorrendo a
transformacdo dos precipitados em aglomerados. Apo6s 7 dias, foi
observada uma camada mais compacta de apatita, recobrindo a
superficie dentinaria. Concomitantemente a esse processo, 0s autores
relataram uma resposta inflamatéria no tecido conjuntivo, inicialmente
aguda, e subsequentemente cronica, e concluiram que os dois processos
— inflamatério e de biomineralizacdo - ocorrem simultaneamente,
contribuindo para a integracdo do biomaterial ao meio.

Moretton et al. (2000) investigaram a biocompatibilidade do
MTA por meio de sua implantacdo no tecido subcutaneo e 4sseo em
ratos, pelos periodos de 15, 30 e 60 dias. Observaram nas areas
adjacentes aos implantes subcutdneos uma resposta inflamatoria
inicialmente severa, incluindo areas de necrose, presenca de células
gigantes associadas ao material e calcificacdo distrdfica, a qual foi
atenuada com o passar do tempo. J& nos implantes intradsseos observou-
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se resposta inflamatdria menos intensa associada a areas de osteogénese.
Os autores comprovaram a biocompatibilidade do material, baseados
nos achados histolégicos, e classificaram-no como um material de nivel
3 na escala de biocompatibilidade?.

Ao implantar tubos de dentina contendo MTA, cimento
Portland e hidréxido de célcio em tecido subcutaneo de ratos, Holland et
al. (2001) observaram que, apds 7 dias, os materiais provocaram uma
reacdo inflamatdria de leve a moderada; apds 30 dias, a reacdo foi
considerada discreta, com a presenca de algumas células gigantes
multinucleadas. Os autores relataram a presenca de estruturas Von
Kossa positivas e birrefringentes a luz polarizada nos espécimes dos trés
cimentos, o que os levou & conclusdo de que o mecanismo de acéo
desses materiais € muito semelhante.

Shahi et al. (2006) avaliaram as reacOes teciduais estimuladas
pelo MTA branco, MTA cinza e amalgama, apds implante subcutaneo
em ratos. Observaram uma reacgdo inflamatéria mais severa estimulada
pelo amalgama no periodo de 3 e 7 dias, quando comparada aos demais
grupos. Apo6s 3 dias, foi detectada uma reagdo mais severa provocada
pelo MTA cinza, quando comparada ao MTA branco; entretanto, apés 7
dias a situacdo inverteu-se. Os autores discutiram a hip6tese de que o
MTA branco promoveu uma liberacdo mais lenta do hidroxido de calcio
ap6s contato com a umidade do meio, estimulando uma reacdo
inflamatdria severa somente ap6s 7 dias. A reacdo inflamatéria
desencadeada pelo MTA cinza ocorreu mais intensamente no periodo de
3 dias, diminuindo gradualmente. Segundo os autores, diferencas na
composicdo dos dois materiais — como a presenca de Oxido férrico em
maiores quantidades no MTA cinza — pode ser uma das explica¢Bes para
a variacdo nas respostas estimuladas pelos mesmos, refletindo a
velocidade das reacdes entre 0s cimentos e 0 meio. Apds 21 dias, ndo
houve diferenca estatistica significante na reacdo inflamatéria
desencadeada pelos materiais utilizados na pesquisa.

Em estudo semelhante, Yaltirik et al. (2004) apés a implantacdo
de tubos de polietileno contendo ProRoot MTA e amalgama no tecido
subcutaneo de ratos, observaram que o0 MTA promoveu uma reagéo
inflamatdria moderada apés 7 e 15 dias, com presenca de macréfagos e

? Materiais que estimulam uma resposta inflamatéria moderada & severa
inicialmente — incluindo a formag&o de células gigantes do tipo corpo estranho,
necrose por coagulagdo e calcificagdo distréfica — cuja tendéncia é ser atenuada
com o passar do tempo. O hidréxido de calcio é um exemplo de material que se
enquadra neste nivel de biocompatibilidade (nivel 3).
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células gigantes multinucleadas, além de necrose e calcificacdo
distrofica. Apos 30 dias, houve reducdo da reacao inflamatoria, presenca
de uma fina cépsula fibrosa ao redor dos tubos e calcificagdo distréfica.
Aos 60 dias, o infiltrado moderado permaneceu, com presenca de
macrdfagos e células gigantes multinucleadas. Apds 90 dias o infiltrado
inflamatdrio ndo estava presente, porém, a calcificacdo distrofica foi
observada neste periodo e no anterior. Os autores concluiram que as
respostas estimuladas pelo MTA e pelo amalgama foram mais
satisfatorias apds 90 dias. Foi observada calcificacdo distrofica em area
adjacente a0 MTA, porém, o mesmo ndo foi observado em relagdo ao
amalgama.

Sumer et al. (2006) utilizaram tubos de polietileno preenchidos
com MTA, MTA + Clorexidina, amalgama e IRM, e implantaram-nos
em tecido subcutaneo de ratos. Observaram reacdo inicialmente severa
estimulada pelo MTA apés 7 dias, diminuindo apés 30 e 60 dias. Os
demais materiais estimularam uma reacao inflamatéria leve em todos os
periodos experimentais, com formacdo de capsula fibrosa ao redor dos
tubos. Os autores atribuem a reacdo, inicialmente severa, provocada pelo
MTA a fatores como: elevacdo no pH, na temperatura superficial do
cimento e producdo de citocinas inflamatdrias durante a presa do
material.

Ao comparar a reacdo inflamatoria desencadeada pelo MTA
branco e cinza apdés implantacdo em tecido subcutdneo de ratos,
Vosoughhosseini et al. (2008) observaram resultados semelhantes no
periodo de 7 dias, com reagdo severa. Apés 15, 30, 60 e 90 dias a reacéo
inflamatdria foi atenuada, sendo classificada como leve. A reacéo,
inicialmente severa, deve-se & producédo de hidréxido de célcio, produto
da reacdo do MTA com a &gua, de acordo com 0s autores. Ao entrar em
contato com o fluido tecidual, o hidréxido de calcio da origem a cristais
de hidroxiapatita, os quais recobrem a superficie do MTA, atenuando a
inflamag&o. Este estudo comprovou que tanto o MTA branco quanto o
MTA cinza produzem uma resposta inflamatéria semelhante a curto e
longo prazo.

Apesar de possuir boas propriedades bioldgicas, 0 MTA apresenta
alguns inconvenientes (SCARPARO et al. 2010), como: custo
relativamente elevado (SAIDON et al., 2003; MENEZES et al., 2004);
longo tempo de presa; consisténcia arenosa ap6s a manipulagdo,
dificultando sua insercdo no sitio desejado (LEE et al., 2004; KOGAN;
HE; GLICKMAN, 2006; SCARPARO et al., 2010), e curto tempo de
trabalho (aproximadamente 4 minutos) (GANDOLFI et al., 2008).
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Por este motivo, diversos materiais vém sendo pesquisados e
desenvolvidos, com o intuito de manter as caracteristicas biologicas do
MTA e aprimorar suas propriedades fisicas.

BIOCERAMICAS

Bioceramicas sdo ceramicas especialmente destinadas ao uso da
medicina ou odontologia, criadas como alternativa aos metais, com o
objetivo de aumentar a biocompatibilidade de implantes. Para tal, sdo
utilizadas para revestir superficies metalicas de implantes dentarios,
reunindo as caracteristicas de biocompatibilidade das bioceramicas, com
a resisténcia e ductibilidade dos metais (DUBOK, 2000).

Dentre os exemplos de bioceramicas, estdo: alumina, zircénia,
fosfato tricalcico, silicato tricalcico, silicato dicalcico e hidroxiapatita
(DUBOK, 2000).

Recentemente, alguns materiais contendo biocerdmicas,
denominados bioagregados, foram desenvolvidos para serem utilizados
como cimentos reparadores ou como obturadores de canais radiculares
(DE-DEUS et al., 2009; ZHANG; LI; PENG, 2010a; YUAN et al.,
2010). S&o exemplos de bioagregados: o DiaRoot ® Bioaggregate
(DiaDent Group International, BC, Canada); o iRoot® SP (Innovative
Bioceramix, Vancouver, Canada), 0 MTA FILLAPEX® (Angelus
Solugdes Odontologicas, PR, Brasil) e 0 MTA BRANCO (Angelus
Solugdes Odontologicas, PR, Brasil), ambos utilizados nesta pesquisa.

Diaroot Bioaggregate

O DiaRoot® Bioaggregate (BA) foi o primeiro cimento
reparador nano-particulado langado no mercado odontoldgico. Ele é
composto por um p6 branco constituido principalmente por silicato de
calcio, hidroxido de calcio, hidroxiapatia e pentoxido de tantalo
(radiopacificador) e um liquido, o “BioA Liquid” (ZHANG; PAPPEN;
HAAPASALO, 2009). A mistura de 1g do p6 com 0,38 mL do liquido
confere ao cimento uma consisténcia pastosa. O tempo de trabalho é de
aproximadamente 5 min e a presa ocorre ap6s 4 a 72 h (Manual de
instrucGes do cimento).

O BA possui as mesmas indicagdes clinicas do MTA, sendo
descrito como uma versdo modificada do mesmo (PARK et al., 2010),
com a vantagem de ndo apresentar aluminio em sua formulacdo
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(ZHANG; PAPPEN; HAAPASALO, 2009); fato que, segundo o
fabricante, aumenta sua biocompatibilidade com os tecidos
perirradiculares.

Estudos demonstram que o BA apresenta biocompatibilidade
semelhante & do MTA branco em cultura de células mesenquimais (DE-
DEUS et al., 2009) e de fibroblastos do ligamento periodontal humano
(YAN et al., 2010).

Yuan et al. (2010) investigaram a citotoxidade do BA e MTA
em cultura de osteoblastos (linhagem MC3T3-E1) através de ensaio
MTT, e seus efeitos na expressdo de genes associados a mineraliza¢do
através do método RT-PCR. Observaram que o BA nao foi citotdxico e
aumentou a expressdo de genes associados a mineralizagdo (colageno
tipo I, osteocalcina e osteopontina), de maneira mais significativa do que
0 MTA.

O BA foi efetivo na eliminacdo do Enterococcus faecalis,
promovendo uma reducdo significativa na viabilidade bacteriana ap6s 6
min de contato (ZHANG PAPPEN; HAAPASALO, 2009). Quando
colocado em contato com a Candida albicans, a eficicia do cimento
contra o fungo foi observada somente ap6s 24 h (AL-ANEZI et al.,
2010).

O BA também aumentou a resisténcia a fratura de dentes com
rizogénese incompleta ap6s 1 ano, com valores semelhantes aos
proporcionados pelo MTA (TUNA et al., 2011).

iRoot SP

O iROOT SP, também conhecido como EndoSequence BC
Sealer (BC Sealer), é um cimento obturador hidrofilico, pré-misturado,
de coloracdo branca, disponivel em seringas e pronto para utilizacdo no
interior do canal radicular com ou sem cones de guta-percha. Seus
principais componentes sdo: 6xido de zirconio, silicato de célcio, fosfato
de calcio, hidréxido de calcio e outros agentes ndo especificados pelo
fabricante. O tempo de trabalho é de cerca de 30 min e o de presa é de
aproximadamente 4 h; a umidade presente nos tGbulos dentinarios é
necesséria para ativar a reagdo de presa do cimento. Segundo o
fabricante, o pH do iRoot SP durante a reacdo de presa é superior a 12.

Loushine et al. (2011) avaliaram a influéncia da umidade no
tempo de presa inicial, final e dureza do BC Sealer. Demonstraram que
ao adicionar diferentes quantidades de agua - para simular a umidade
presente no canal radicular - hd um aumento no tempo de presa inicial e
reducdo no tempo de presa final, a medida que maiores quantidades de
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agua sdo adicionadas ao cimento. Sem a presenca de umidade, o tempo
de presa inicial foi de 72 h e o final de 240 h. E valido salientar que
todas as amostras foram armazenadas em camara com 100% de umidade
relativa, proporcionando condi¢des para a presa completa do material
mesmo sem a adicdo de dgua ao cimento. Apds a presa, 0s autores
avaliaram a citotoxidade do cimento através do ensaio MTT, utilizando
cultura de osteoblastos (linhagem MC3T3-E1): ap6s 24 horas, 0 cimento
apresentou severa citotoxidade e depois de 5 semanas, apresentou nivel
moderado de citotoxidade, a qual sé foi classificada como leve a partir
da sexta semana. Diferentemente, Zhang; Li; Peng (2010b) ndo
observaram citotoxidade do iIROOT SP quando em contato com
osteoblastos da linhagem MG63, e relataram ainda, uma maior
expressdao de genes relacionados a mineralizacdo, pelas células, na
presenga do cimento. Ao ser comparado ao AH-Plus e ProRoot MTA
utilizando metodologia semelhante, 0s mesmos autores observaram que
0 iRoot SP foi significativamente menos citotoxico do que o AH-PLUS
e mais citotéxico do que o ProRooT MTA (ZHANG, LI & PENG
2010a).
Zoufan et al. (2011) observaram viabilidade celular de 90 a 100% em
fibroblastos expostos ao iIROOT SP/BC Sealer no periodo de 24 e 72 h,
independentemente da presa do cimento no momento da avaliagdo.
Fayyad (2011) também relatou biocompatibilidade do iROOT SP e do
BA em relacgdo a fibroblastos humanos (linhagem MRC-5), apés ensaio
MTT. O autor credita os bons resultados & presenca de fosfato de célcio
- principal componente dos tecidos mineralizados - na composi¢do dos
cimentos, e aos ions calcio e fosfato liberados pelos mesmos.

Em teste de contato direto, 0 iROOT SP apresentou-se eficaz na
destruicdo do E. faecalis apds 2 min e manteve-se eficaz apds os
periodos de 3 e 7 dias (ZHANG et al., 2009).

MTA FILLAPEX

O MTA FILLAPEX é um cimento a base de MTA, de facil
manipulacéo, tempo de trabalho favordvel e excelente radiopacidade,
sendo indicado para a obturacdo de canais radiculares, segundo o
fabricante. Contudo, ao analisar sua composi¢cdo quimica, Bin et al.
(2012) enfatizaram que trata-se de um cimento resinoso que apresenta
MTA em sua composicao.

Em pesquisa que avaliou a citotoxidade do MTA FILLAPEX,
AH Plus e MTA BRANCO utilizando fibroblastos (linhagem V79)
observou-se que 0 MTA BRANCO apresentou taxa de viabilidade
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celular acima de 70%, ndo sendo considerado um material citotoxico; o
AH Plus mostrou citotoxidade em nivel intermediario e 0 MTA Fillapex
foi severamente citotoxico, atingindo o nivel de 77,14% de morte
celular. Os autores deduzem que o comportamento citotoxico do MTA
FILLAPEX seja decorrente do seu componente resinoso, o salicilato
(BIN et al., 2012). Reforcando essa hipotese, estudos demonstraram
25% de apoptose celular apds 24 h de exposicao a resina salicilato, em
linhagem celular de fibrossarcoma humano (MAHDI et al., 2006).

O MTA FILLAPEX apresenta efeito antibacteriano contra o E.
faecalis antes da presa; entretanto, ndo manteve a mesma atividade apds
a presa, apesar do elevado pH apresentado pelo cimento
(MORGENTAL et al., 2011).

Em pesquisa realizada para avaliagdo e comparacdo da reagdo
inflamatoria desencadeada pelo MTA FILLAPEX, Sealapex e MTA
Angelus, tubos de polietileno preenchidos com os cimentos ou deixados
vazios foram implantados em 30 ratos. Apds 0s periodos experimentais
de 7, 15, 30, 60 e 90 dias, os ratos foram submetidos & eutanasia, 0s
tubos e tecidos circundantes foram removidos e encaminhados para
processamento histolégico e posterior andlise em microscopia oOptica.
Apos 7 dias, ndo houve diferenca estatistica significante entre os grupos,
exceto para o Sealapex, que estimulou maior area de necrose e
calcificagbes. Apds 15 dias ndo houve diferenga estatistica significante
entre 0 MTA FILLAPEX e o MTA Angelus, e entre 0o Sealapex e o
grupo controle; entretanto, os dois Ultimos provocaram uma reposta
inflamatoria tecidual mais elevada do que os primeiros. Apos 30, 60 e
90 dias ndo houve diferencas na reacdo inflamatoria estimulada pelo
MTA FILLAPEX, MTA Angelus e Sealapex. Os autores observaram a
presenca de mineralizagfes estimuladas pelos cimentos, confirmadas
pelas granulacBes birrefringentes a luz polarizada e Von Kossa
positivas, préoximas a abertura dos tubos de polietileno em todos os
espécimes, exceto no grupo controle (GOMES-FILHO et al., 2011).

MTA BRANCO

E um cimento reparador endoddntico composto por 6xidos
minerais na forma de finas particulas hidrofilicas, segundo o fabricante,
sendo considerado um bioagregado, por apresentar bioceramicas em sua
composicdo. Possui as mesmas indicagdes do MTA cinza, dentre elas:
selamento de comunicagbes entre a cavidade pulpar e o periodonto
(LEE; MONSEF; TORABINEJAD, 1993; PITT FORD et al., 1995;
HOLLAND et al., 2001; MAIN et al., 2004), tratamentos conservadores
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da polpa dental (PITT FORD et al., 1996; MENEZES et al., 2004;
BARRIESHI-NUSAIR & QUDEIMAT, 2006), retro-obturagdo
(TORABINEJAD et al.,, 1995) e tampdo apical em dentes com
rizogénese incompleta (TORABINEJAD; CHIVIAN, 1999; FELIPPE;
FELIPPE; ROCHA, 2006).

Sua formulacdo original foi alterada pelo fabricante, com o
objetivo de proporcionar menores tempos de presa - inicial e final -
através da reducdo nas quantidades de sulfato de calcio de sua
composi¢cdo. De acordo com a Angelus SolucGes Odontoldgicas, 0
tempo de presa foi reduzido de 2 h e 30 min para cerca de 15 min, nesta
nova formulagéo.

Em Endodontia, independentemente do tipo de tratamento a ser
executado, preconiza-se 0 emprego de materiais biocompativeis,
capazes de exercer fungdes especificas quando em contato com tecidos
vivos, sem causar-lhes danos ou prejuizos (COSTA, 2001). Devido a
possibilidade de contato entre os materiais endodénticos e o tecido
pulpar (BIN et al, 2012) e/ou tecidos periapicais, (DESAI;
CHANDLER, 2009; PARIROKH & TORABINEJAD 2010), o
conhecimento da biocompatibilidade é fundamental antes de seu
emprego clinico (GOMES-FILHO et al., 2008) e um dos fatores que
influenciam na eleicdo do material a ser utilizado no tratamento
endodontico.

Diversas metodologias tém sido utilizadas para determinacdo da
resposta tecidual estimulada pelos materiais utilizados em Endodontia.
Dentre elas, pode-se destacar a implantagdo de tubos preenchidos com
0s cimentos em tecido conjuntivo subcutaneo de ratos, considerada
adequada para avaliagdo da biocompatibilidade dos cimentos, num
mesmo animal (OLSSON; SLIWKOWSKI; LANGELAND, 1981;
COSTA, 2001).

Considerando-se a escassez de estudos in vivo para avaliacdo
das reagdes teciduais estimuladas pelos novos materiais endoddnticos
disponiveis comercialmente, parece oportuno realizar pesquisas que
relatem essas propriedades bioldgicas e reacdes teciduais provocadas
apos a implantagéo subcutanea destes materiais.
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OBJETIVOS
Objetivo geral

Avaliar a biocompatibilidade dos cimentos iRoot SP, MTA
FILLAPEX, DiaRoot BioAggregate e MTA BRANCO através da
analise microscdpica da reacdo tecidual estimulada pelos materiais ap6s
a implantacdo de tubos de dentina contendo os cimentos no tecido
subcutaneo de ratos.

Objetivos especificos

1) Detectar e classificar a intensidade da inflamac&o na area de interface
material/tecido conjuntivo.

2) Relatar eventos teciduais correlacionados a inflamac&o.

3) Detectar a presenca de calcificagdo tecidual induzida pelos materiais.
4) Comparar os resultados provenientes dos cimentos em estudo com 0s
resultados do grupo controle.
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Versao em Portugués

Andlise da reacdo tecidual estimulada pelos cimentos iRoot SP,
MTA FILLAPEX, DiaRoot BioAggregate e MTA BRANCO.
Claudia Caroline Bosio

Programa de P6s-Graduagdo em Odontologia, Universidade Federal de
Santa Catarina, Florianopolis, Santa Catarina, Brasil.

Artigo formatado conforme normas do Journal of Endodontics
(acessadas em: 31 de janeiro de 2012), exceto em relacdo a quantidade
de palavras, figuras e tabelas.
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Resumo

Introducéo O agregado de triéxido mineral (MTA) é um dos materiais
mais estudados na Endodontia, sendo considerado biocompativel e
bioativo. Apesar de suas caracteristicas favoraveis, este material
apresenta algumas limitacGes a sua utilizagdo. O proposito deste estudo
foi avaliar a biocompatibilidade de novos cimentos endoddnticos,
desenvolvidos com o intuito de aprimorar as caracteristicas do MTA,
através da andlise da reacdo tecidual estimulada ap6s a implantacédo
subcutanea destes materiais.

Metodologia Tubos de dentina foram preenchidos com os cimentos
iRoot SP, MTA FILLAPEX, Diaroot Bioaggregate e MTA BRANCO,
ou deixados vazios (controle), e implantados no tecido subcutaneo de
ratos da linhagem Wistar. Ap6s os periodos de 7, 15, 30 e 90 dias, 0s
tubos e tecidos circundantes foram excisados em bloco e fixados em
formol. O tubo de dentina foi entdo removido, e o tecido circundante foi
processado e incluido em parafina. Apés a realizacdo de cortes semi-
seriados e coloracGes pelo método H&E, para avaliacdo da morfologia
tecidual, e Von Kossa, para avaliacdo de areas calcificadas, foi realizada
uma analise semi-quantitativa da reacgdo tecidual.

Resultados Todos o0s grupos apresentaram reducdo da reagdo
inflamatoria tecidual no decorrer dos periodos experimentais, exceto o
grupo do MTA FILLAPEX. Particulas de cimento foram
frequentemente observadas nas capsulas conjuntivas associadas aos
cimentos MTA FILLAPEX e iRoot SP, os quais apresentaram diferenca
estatisticamente significativa em relacdo a presenca de células gigantes
multinucleadas (CGMNs), macréfagos e necrose tecidual, em
comparagdo com 0s demais grupos. Positividade ao Von Kossa foi
observada apenas relacionada as areas de necrose.

Conclusdo Todos os cimentos apresentaram-se biocompativeis, exceto
0 MTA FILLAPEX que, no periodo de 90 dias, ainda estimulou uma
reacdo inflamatdria moderada, presenca de necrose tecidual, CGMNs e
macréfagos fagocitando particulas do cimento.

Palavras-chave: MTA. Cimentos endoddnticos. Biocompatibilidade.
Implantagdo. Tecido subcutaneo. Inflamacdo. Calcificacdo.
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Introducéo

O agregado de triéxido mineral (MTA) é um dos materiais mais
estudados na Endodontia, indicado principalmente para o selamento de
comunicagOes entre a cavidade pulpar e o periodonto (1-4), utilizado
também em casos de retro-obturacdo (5), tratamentos conservadores da
polpa (6), tampédo apical em dentes com rizogénese incompleta (7) e
obturacéo do canal radicular (8).

O MTA é considerado um material biocompativel, pois
estimula reacOes teciduais favoraveis quando em contato com tecidos
periapicais, caracterizadas pela neoformacdo 6ssea e cementéria (7,9),
auséncia de inflamacéo severa (10) e promocao de reparo tecidual. Ele é
considerado um material bioativo devido a sua capacidade de formar
cristais de hidroxiapatita (11) ou apatita carbonatada (12-14) sobre a
superficie do cimento apds interacdo com o fluido tecidual.

Apesar das caracteristicas bioldgicas satisfatérias, o MTA
apresenta algumas limitagdes quanto ao seu emprego, como a
dificuldade de manipulagéo (15), o reduzido tempo de trabalho (16), o
tempo de presa longo (17) e o alto custo (18). Por esses motivos,
pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de desenvolver novos
materiais que conservem as propriedades biologicas do MTA,
aprimorando suas caracteristicas fisico-quimicas.

Dentre estes materiais destacam-se alguns cimentos que contém
bioceramicas, chamados bioagregados (19). Estes sdo utilizados como
cimentos reparadores ou como cimentos obturadores de canais
radiculares (20-22).

Um exemplo de bioagregado reparador é o DiaRoot
Bioaggregate (BA) (DiaDent Group International, BC, Canada),
considerado uma versdo modificada do MTA (23), com a vantagem de
ndo apresentar aluminio em sua formulagdo (24), fato que, segundo o
fabricante, aumenta sua biocompatibilidade com os tecidos
perirradiculares. Este cimento ndo tem demonstrado citotoxidade a
osteoblastos (22) e a fibroblastos do ligamento periodontal humano (25).

O iRoot SP (Innovative Bioceramix, Vancouver, Canada) e o
MTA FILLAPEX (Angelus Solucbes Odontologicas, PR, Brasil) sdo
exemplos de bioagregados obturadores de canais radiculares,
recentemente lan¢ados no comércio. O primeiro € um cimento obturador
hidrofilico, pré-misturado, de cor branca, composto por bioceramicas,
com atividade antibacteriana (24), ndo apresentando citotoxidade a
fibroblastos humanos (21,26).
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O MTA FILLAPEX é um cimento resinoso que apresenta MTA
em sua composic¢do (27), com pH elevado e efeito antibacteriano (28).
Em estudo recente foi demonstrado que o mesmo apresenta efeitos
citotéxico e genotdxico maiores que o MTA branco, em cultura de
células (27).

Para que sejam utilizados rotineiramente na clinica
odontoldgica, é imprescindivel a realizacdo de pesquisas que avaliem a
biocompatibilidade desses novos materiais. Como a literatura é escassa,
consideramos oportuna a realizacdo deste trabalho para analisar as
reacOes teciduais provocadas pelo iRoot SP, MTA FILLAPEX, DiaRoot
e MTA BRANCO, ap6s implantacéo em tecido subcuténeo de ratos.

Material e Métodos

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos (procolo n° 2166) e pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (protocolo PP00555) da
Universidade Federal de Santa Catarina.

Trinta e dois ratos machos adultos jovens (4-6 meses) (Rattus
norvegicus) da linhagem Wistar, com peso entre 250 e 300g foram
utilizados na pesquisa.

Tubos de dentina com 7 mm de comprimento e 1,3 mm de
didmetro interno, confeccionados a partir de dentes humanos
unirradiculados foram lavados com agua destilada e esterilizados em
autoclave. Instantes antes da implantagcdo subcutanea, os tubos foram
irrigados com EDTA 17% e com hipoclorito de sddio 1% por 3 min e
secos com gaze e cones de papel estéreis (29). Os tubos foram
preenchidos com os materiais experimentais manipulados no momento
da insercdo, de acordo com as instrucdes do fabricante, a excecdo do
grupo-controle, no qual os tubos de dentina permaneceram vazios. A
amostra foi composta por 5 grupos. Grupo 1 (n=32): controle; Grupo 2
(n=32): MTA BRANCO (Angelus Solucdes Odontolégicas, PR, Brasil);
Grupo 3 (n=32): DiaRoot™ BioAggregate (DiaDent Group International,
BC, Canada); Grupo 4 (n=32): MTA FILLAPEX (Angelus Solugdes
Odontoldgicas, PR, Brasil); Grupo 5 (n=32): iRoot® SP (Innovative
Bioceramix, Vancouver, Canada).

Os animais foram anestesiados por via intramuscular com
cloridrato de ketamina (25 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/Kg),
na face posterior da coxa. Ap0Os assepsia e depilacdo manual da regido
dorsal, foram realizadas 2 incisdes longitudinais, uma anterior e outra
posterior, seguidas pela divulsdo do tecido para 4 regides equidistantes:
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duas em direcdo escapular e duas em direcdo a regido pélvica. Em cada
um dos sitios, foi implantado 1 tubo de dentina preenchido com um dos
cimentos, obedecendo a uma ordem de colocagcdo previamente
estabelecida, existindo rotatividade dos materiais em relagdo as regides.
Um quinto tubo de dentina vazio foi implantado em cada um dos ratos
em uma loja cirdrgica criada entre os sitios escapular e caudal, no lado
direito (grupo-controle). Ao término do procedimento cirdrgico, as
bordas das incisGes foram aproximadas e suturadas com fio de seda 4.0.

Para a andlise da reacdo tecidual foram avaliados quatro
periodos experimentais: 7, 15, 30 e 90 dias, sendo que para cada periodo
foram utilizados 8 ratos.

Apdbs a eutanasia, os tubos de dentina foram removidos em
bloco, juntamente com os tecidos circundantes. Apés fixacdo em formol
10% tamponado por 24h, os tubos foram cuidadosamente removidos do
tecido conjuntivo e este foi encaminhado para processamento
histologico. Cortes histolégicos seriados de 4um foram corados pela
técnica de Hematoxilina e Eosina (H&E), para avaliacdo da morfologia
tecidual, e pela técnica de Von Kossa, para avaliacdo de estruturas
calcificadas. Os cortes Von Kossa positivos foram submetidos a
microscopia de luz polarizada, para observagdo de estruturas
birrefringentes que, juntamente com sua anélise morfoldgica, indicaram
ou ndo a presenga de calcificagdo tecidual. A analise morfoldgica das
reacOes teciduais foi realizada por dois examinadores previamente
calibrados, de forma semi-quantitativa, considerando trés campos da
regido tecidual em contato com o material, em cada uma das
extremidades dos tubos de dentina. Foi utilizado um microscopio 6ptico
(Carl Zeiss, Oberkachen, Germany) em aumentos de 50x, 100x e 400x,
e a reagdo tecidual foi classificada a partir da média das variaveis
observadas nos trés campos, seguindo os critérios: organizacdo da
capsula conjuntiva (0- ndo definida, 1-definida); espessura da capsula
(expressa em pum); composicdo da cépsula (1 - tecido de granulagéo, 2 -
tecido fibroso); intensidade da inflamacéo (0 — ausente ou discreta: até
10 células inflamatérias por campo; 1- leve: de 11 a 25 células
inflamatdrias por campo; 2 — moderada: de 26 a 65 células inflamatdrias
por campo; 3 — severa: mais de 65 células inflamatérias por campo). As
variaveis presenca de células gigantes multinucleadas, macréfagos,
necrose tecidual e neovascularizagdo foram classificadas em: 0 - ausente
e 1 - presente. A varidvel neovascularizacdo foi considerada presente
somente quando havia 10 ou mais neovasos por campo avaliado.
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Os resultados foram submetidos a andlise estatistica através do teste
exato de Fischer para as variaveis expressas em escores. Para o item
espessura da capsula (expressa em um) os resultados foram submetidos
ao teste de Kruskal-Wallis. O teste de correlacdo de Spearman foi
realizado entre as varidveis e os periodos experimentais. Foi ainda
empregado o indice Kappa para analisar a confiabilidade das leituras
realizadas pelos dois observadores.

A avaliacdo quanto a presenca de calcificacdo, pela coloracdo
de Von Kossa, bem como quanto a presenca de estruturas
birrefringentes a luz polarizada, foi realizada apenas de forma descritiva,
ndo sendo submetida a andlise estatistica.

Resultados

CONTROLE

A cépsula conjuntiva se apresentou bem definida e composta
por tecido de granulacdo na maioria dos espécimes, e em todos 0s
periodos. Aos 7 dias, a reagdo inflamatéria foi classificada como
moderada. Aos 15, 30 e 90 dias, houve redugdo da intensidade
inflamatdria, que variou de discreta a leve. A presenca de neovasos foi
observada na maioria dos espécimes apenas no primeiro periodo
experimental. Este grupo caracterizou-se por raras areas de necrose
tecidual nos periodos iniciais (7 e 15 dias) e sua completa auséncia nos
periodos de 30 e 90 dias. Quando presentes, as areas de necrose
estiveram associadas & invaginagdo de tecido conjuntivo para a regido
correspondente ao interior do tubo de dentina, que se encontrava vazio.
Nao foram observadas areas positivas ao VVon Kossa ou birrefringentes a
luz polarizada em nenhum dos periodos experimentais (Figura 1, Al-
Ad).

MTA

A cépsula conjuntiva apresentou-se predominantemente bem
definida em todos os tempos experimentais, sendo composta por tecido
de granulagdo na maioria dos casos, com exce¢do do Ultimo periodo
experimental, no qual 50% das cépsulas apresentaram-se compostas por
tecido conjuntivo fibroso. Aos 7 dias, a reacdo inflamatoria foi
classificada como moderada. Ap6s 15, 30 e 90 dias, houve redugéo da
inflamacédo, sendo classificada como leve. Na maioria dos casos ndo
foram observadas células gigantes multinucleadas e macréfagos, mas,
guando presentes, estiveram associados a particulas enegrecidas do
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cimento ou a regides de necrose tecidual, as quais foram consideradas
escassas, porém, observadas nos 3 periodos iniciais. A positividade ao
Von Kossa foi observada apenas nas areas de necrose, entretanto, nao
houve birrefringéncia a luz polarizada nestas regides (Figural, B1-B4).

DIAROOT

A cépsula conjuntiva apresentou-se definida na maioria dos
espécimes em todos o0s tempos experimentais, sendo geralmente
constituida por tecido de granulagdo, com exce¢do do periodo de 90
dias, no qual houve predominio de tecido conjuntivo fibroso. Aos 7 e 15
dias, a reagdo inflamatoria variou de leve a moderada e apds 30 e 90
dias a inflamag&o foi considerada leve.
Poucas amostras apresentaram necrose tecidual. Na maioria dos
espécimes ndo foram observadas células gigantes multinucleadas e
macrofagos, e, quando presentes, estiveram associados a particulas
enegrecidas do préprio cimento ou a areas de necrose tecidual. A
positividade ao Von Kossa foi observada apenas em areas de necrose,
porém, com auséncia de birrefringéncia a luz polarizada (Figura 1, C1-
C4).

FILLAPEX

As capsulas conjuntivas apresentaram-se definidas na maioria
dos espécimes, e em todos os periodos experimentais, sendo constituidas
por tecido de granulacdo, na maioria dos casos. Em todos os periodos
observou-se um infiltrado inflamatério predominantemente moderado.
Fragmentos do cimento, na forma de particulas enegrecidas, foram
observados nas capsulas conjuntivas em todos o0s periodos
experimentais (Figura 2, Al-A4). A presenca de células gigantes
multinucleadas (Figura 2, C e D) e macrdfagos (Figura 2-E) associados
a esses fragmentos e a areas de necrose tecidual, também foram
observados em todos os periodos experimentais. Positividade ao Von
Kossa foi observada apenas nas areas em que ocorreu necrose tecidual
(Figura 2, F e G). Os fragmentos de cimento, presentes na capsula,
apresentavam birrefringéncia a luz polarizada (Figura 2-H).

iRoot SP

A partir dos 15 dias a capsula conjuntiva apresentou-se definida
e constituida, na maioria dos espécimes, por tecido de granulacdo, com
presenca de particulas de cimento. No Ultimo periodo, a capsula foi
composta principalmente por tecido conjuntivo fibroso. Aos 7 e 15 dias,
observou-se predominio de infiltrado inflamatério moderado, cuja
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intensidade foi reduzida apés 30 e 90 dias, sendo classificada como leve
a ausente/discreta. Extensas areas de necrose foram observadas na
maioria dos espécimes aos 7 e 15 dias e apenas em alguns espécimes aos
30 e 90 dias. Associados as particulas do cimento e areas de necrose,
foram observados macréfagos e células gigantes multinucleadas. Em
todos os casos, as areas de necrose apresentaram-se positivas ao Von
Kossa e com auséncia de birrefringéncia a luz polarizada (Figura 2, B1-
B4).

Comparagcao entre 0s grupos

O indice Kappa, considerado satisfatério, mostrou haver
concordéncia na avaliagdo dos examinadores.

As variaveis estudadas foram comparadas em cada periodo
experimental entre os grupos em estudo (Quadros 1, 2, 3 e 4).

A correlacéo entre as variaveis estd demonstrada no Quadro 5.

Discussao

Biocompatibilidade pode ser definida como a capacidade de um
material exercer fungdes especificas quando aplicado em contato com
tecidos vivos de determinado hospedeiro, sem, contudo, causar danos ou
prejuizos ao mesmo (30). Ao avaliar a biocompatibilidade de um
material endodontico, seus efeitos prejudiciais em longo prazo sédo
considerados mais importantes do que os efeitos iniciais (31).

A implantacdo subcutdnea em pequenos animais € um dos
métodos mais apropriados para determinar a biocompatibilidade e os
efeitos locais de materiais experimentais (33,34). O nivel aceitavel de
biocompatibilidade pode variar de um material que ndo promova reagdo
inflamatdria quando implantado, até um material que estimule uma
reacdo inflamatdria severa, mas que diminua com o tempo (32).

Neste trabalho, optamos pela implantacdo dos materiais utilizando tubos
de dentina, o que facilita a sua estabilizagéo e padronizacao da interface
material-tecido (31,35), simulando as condi¢des clinicas do canal
radicular (35). Elegemos os periodos experimentais de 7, 15, 30 e 90
dias, por permitirem a avaliagdo da reacdo inflamatéria estimulada pelos
materiais a curto e longo prazos, num mesmo estudo (36). Ainda, a
implantacdo dos materiais no mesmo animal, em sistema de rodizio,
possibilita um equilibrio entre regies e animais, evitando interferéncias
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das condicBes anatbmicas, sistémicas e nutritivas, nas avaliagdes
comparativas entre 0s cimentos.

E bem reconhecido na literatura que a presenca de tecido
conjuntivo fibroso, circundando o material, indica que ele é bem
tolerado pelos tecidos (31). No nosso estudo, para todos 0s grupos
houve predominio de capsula constituida por tecido de granulacdo nos
periodos de 7, 15 e 30 dias. J& no periodo de 90 dias, os cimentos iRoot
SP e DiaRoot mostraram prevaléncia de capsulas constituidas por tecido
conjuntivo fibroso; no MTA, esta prevaléncia foi de aproximadamente
metade dos casos, e nos grupos controle e FILLAPEX houve
predominio de tecido de granulagdo na constituicdo da maioria das
capsulas, neste periodo experimental. A manutencdo da céapsula
conjuntiva composta por tecido de granulagdo, no grupo controle,
provavelmente tenha ocorrido pela presenca de invaginacdo tecidual
para o interior do tubo de dentina vazio, preenchendo parte do espaco
correspondente ao seu limen, fato este relatado por outros autores
(10,37). Associado a este tecido de granulacdo, foram observadas
células inflamatérias e, em alguns casos, necrose tecidual na
extremidade da invaginacgdo. Isto pode ter ocorrido devido ao fato de o
aumento no volume tecidual ndo ter sido acompanhado por
neovascularizagio suficiente para garantir o suprimento sanguineo local.
Isto poderia ter sido evitado selando-se as extremidades dos tubos com
guta-percha, ou utilizando a parte lateral do tubo, para controle (36).
Com relagdo a manutenc¢do do tecido de granulagio nos casos do MTA
FILLAPEX, acreditamos que isso tenha ocorrido devido & toxicidade do
material que, aos 90 dias, apresentou reacdo inflamatéria moderada,
presenca de CGMNs e macrdfagos. Esse cimento é o Unico que contém
resina em sua composic¢do, podendo ser este o fator responsavel pela
reacdo inflamatdria mais intensa estimulada pelo material.

Observou-se uma correlagdo positiva (Teste de correlacdo de
Spearman, valor de p=0.000) entre a presenca de infiltrado inflamatorio
e a espessura da capsula conjuntiva em todos os periodos experimentais.

A presenca de neovascularizacdo ocorreu na maioria dos
espécimes de todos os grupos aos 7 dias. No periodo de 15 dias houve
diminuicdo da neovascularizagdo no grupo controle, com diferenca
estatisticamente significante em relacdo aos demais grupos em estudo.
Nos periodos experimentais seguintes, todos 0s grupos apresentaram
diminuicdo da neovascularizagéo, com excecdo do MTA FILLAPEX.

Ao analisar a reacdo inflamatoria, observou-se que todos 0s
grupos estimularam reag@es teciduais mais intensas em 7 e 15 dias, com
redugdo na severidade com o passar do tempo. A excecdo foi para o
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grupo do MTA FILLAPEX, o qual estimulou uma reacdo tecidual
predominantemente moderada, em todos os periodos experimentais.
Esses achados diferem dos de Gomes-Filho et al. (38), os quais
observaram reducdo do infiltrado inflamatério no tecido adjacente a este
material, a partir de 15 dias. No presente estudo, apesar de ndo existir
diferenca estatistica significante em relacdo a intensidade inflamatoria,
este cimento foi o (nico que exibiu a maior porcentagem dos seus
espécimes com infiltrado moderado no tecido adjacente, ainda aos 90
dias.

Em relacdo ao MTA, a explicacdo para a reacdo inflamatdria
inicial mais intensa no tecido circundante, como observado em outros
trabalhos (38-40), decorre do elevado pH atingido pelo cimento durante
a presa, producédo e liberacdo de citocinas proinflamatorias (41,42) e
formagdo de hidroxido de célcio (39). Segundo Vosoughhosseini et al.
(39), o hidroxido de célcio, ao entrar em contato com o fluido tecidual,
da origem a cristais de hidroxiapatita, 0s quais recobrem a superficie do
MTA, atenuando a inflamacdo nos demais periodos experimentais. O
MTA desencadeia, inicialmente, rea¢des inflamatérias mais intensas,
com a presenca de necrose por coagulacdo e calcificagdo distréfica, e,
com o passar do tempo, as rea¢des tornam-se mais leves (10).

Na literatura ndo existem trabalhos avaliando a reacgdo
inflamatdria apds implantagdo subcuténea dos cimentos iRoot SP e
DiaRoot BioAggregate. Estes materiais desencadearam, inicialmente,
uma reacdo inflamatdria mais intensa, a qual se reduziu no decorrer dos
periodos experimentais.

Outro fator importante a ser avaliado para o estabelecimento da
biocompatibilidade dos materiais é a presenga ou ndo de necrose
tecidual. No nosso estudo os cimentos iRoot SP e MTA FILLAPEX
provocaram necrose tecidual em todos os periodos experimentais, com
diferenca estatistica significante em relacdo ao grupo controle e ao
DiaRoot, no periodo de 30 dias, e em relagdo ao grupo controle e MTA,
no periodo de 90 dias. Esse fato provavelmente reflete a maior
capacidade de causar dano tecidual dos cimentos iRoot SP e MTA
FILLAPEX. Outro fator importante é que as areas de necrose estiveram
frequentemente associadas a particulas desses cimentos. E importante
salientar que todos os materiais analisados mostraram particulas de
cimento extravasadas para o interior da capsula conjuntiva.

Essas particulas apresentaram variagdo em relacdo a forma e quantidade.
Em alguns espécimes, o tecido adjacente as particulas ndo apresentava
reacdo inflamatdria, como na maioria dos casos relacionados ao MTA
BRANCO. No entanto, na maioria das amostras dos demais grupos
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experimentais, as particulas de cimento estiveram comumente
associadas a presenca de macréfagos e CGMNSs. A presenca dessas
células em todos os periodos experimentais, inclusive aos 90 dias, indica
a presenca de substancias de dificil eliminacdo pelo organismo, como
observado na maioria dos espécimes do cimento MTA FILLAPEX. Este
cimento, juntamente com o iRoot SP, foi 0 material que apresentou a
maior quantidade de particulas na capsula conjuntiva, provavelmente
devido a sua maior fluidez e, consequentemente, maior escoamento em
relacdo aos demais materiais, ja observada no momento da insercdo do
material nos tubos de dentina. Esse extravasamento poderia ter sido
prevenido realizando-se o selamento de uma das extremidades do tubo,
como recomendado por alguns autores (43) ou implantando-os ap6s a
presa; entretanto, este Ultimo fator eliminaria a avaliacdo dos efeitos dos
materiais recém-manipulados, quando geralmente apresentam maior
toxicidade (44).

As areas positivas a0 Von Kossa, que indicam deposicdo de

calcio, foram observadas em todos 0s grupos experimentais deste
trabalho, com excecdo dos espécimes do grupo controle, e estiveram
sempre associadas as areas de necrose tecidual, que se apresentaram
basofilicas e amorfas na coloracdo H&E, como relatada por outros
autores (8). Isso ocorre pelo fato de que nas regibes de necrose por
coagulacdo pode ocorrer acimulo de sais de calcio, num processo
denominado calcificacdo distrofica (45); por isto, essas regides
apresentam-se positivas ao Von Kossa.
Ao submetermos as areas coradas pelo Von Kossa a microscopia de luz
polarizada para observacdo de granulagBes  birrefringentes
correspondentes aos cristais de calcita (8), observamos birrefringéncia
somente nas particulas do cimento MTA FILLAPEX. Entretanto, ao
relacionar a morfologia tecidual das areas positivas ao Von Kossa com
as granulagdes birrefringentes, observamos que estas correspondiam aos
fragmentos de cimento presentes na cpsula, ja destacadas na coloracéo
H&E como particulas enegrecidas. Para confirmar esta suposicdo,
manipulamos o cimento e confeccionamos laminas para observacdo em
microscopia de luz polarizada, confirmando a presenca de particulas
birrefringentes e morfologicamente semelhantes as particulas
observadas nas laminas do grupo do MTA FILLAPEX - que podem ter
escoado ou se solubilizado no tecido conjuntivo - ndo correspondendo
aos cristais de calcita (dado ndo apresentado nos resultados).

O fato de termos removido os tubos de dentina pode ter
provocado a remocao da regido em que normalmente ocorre a deposigédo
de granulagdes birrefringentes a luz polarizada: interface
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tubo/material/tecido conjuntivo (10), impossibilitando-nos de observa-
las. Em outros trabalhos que utilizaram a mesma metodologia de
implantacdo subcutanea também ndo foram observadas essas estruturas
calcificadas (40,41) préximas ao MTA, mesmo utilizando a coloracéo
Von Kossa (46) sem a remogdo dos tubos contendo o material.

Contudo, em alguns trabalhos nos quais ndo foi realizada a remogéo do
tubo de dentina, foram observadas areas positivas ao Von Kossa e
birrefringentes a luz polarizada, relacionadas aos espécimes do MTA
(8,10) e ao MTA FILLAPEX (38), indicando que os cimentos
estimularam a mineralizagdo quando implantados em tecido subcutaneo
de ratos (31). Diversos trabalhos atestam a biocompatibilidade do MTA
(41), incluindo a formacdo de estruturas calcificadas préximas a
interface material/tecido (8).

Conclusoes

Todos os cimentos testados apresentaram-se biocompativeis, visto que
as reacOes teciduais foram atenuando-se ao longo dos periodos
experimentais, incluindo o grupo controle. A exce¢do foi para 0 MTA
FILLAPEX que, aos 90 dias ainda estimulou uma reacdo inflamatdria
moderada no tecido conjuntivo, associada a necrose tecidual e a
presenca de CGMNs e macrofagos fagocitando as particulas do cimento.



Quadro 1. Porcentagem das amostras em cada grupo, de acordo com as varidveis em estudo, no periodo de 7 dias.

VARIAVEIS | CONTROLE | MTA [ DIAROOT [ FILLAPEX | IROOT | Valor de p
7 dias
Definicdo Capsula (0) 25% 26.67% | 21.43% 23.08% 54.55% 0.440
(0) ndo definida; (1) definida (1) 75% 73.33% | 78.57% 76.92% 45.45%
Espessura da Capsula (um) 108.8 159.1 92.4 130.4 117.4 0.2265
Natureza da Capsula
(1) tecido de granulacéo (1) 91.97% 100% 92.86% 100% 100% 0.631
(2) tecido conjuntivo fibroso (2) 8.33% 0% 7.14% 0% 0%
Intensidade da inflamacéo: (0) (0) 8.33% 0% 7.14% 0% 0%
ausente/discreta; (1) leve; (2) moderada; (1) 8.33% 20% 50% 15.38% 27.27% 0.208
(3) severa. (2) 66.67% 60% 42.86% 76.92% 45.45%
(3)16.67% 20% 0% 7.69% 27.27%
Macrofagos (0) 100%* | 86.67%° | 78.57%* | 30.77%"° | 9.09%" 0.000
(0) ausente; (1) presente (1) 0% | 13.33%% | 21.43%° | 69.23%" | 90.91%"
CGMI (0)91.67% | 86.67% | 71.43% 76.92% 40.0% 0.068
(0) ausente; (1) presente (1) 8.33% 13.33% 28.57% 23.08% 60.0%
Necrose (0) 83.33% | 53.85% | 71.43% 53.85% 45.45% 0.298
(0) ausente; (1) presente (1) 16.67% | 46.67% 28.57% 46.67% 54.55%
Neovascularizagéo (0) 33.33% 40% 50% 23.08% 30% 0.676
(0) ausente; (1) presente (1) 66.67% 60% 50% 76.92% 70%

*Valor de p em negrito indica significancia estatistica.
a,b letras diferentes indicam diferenca estatistica.

67



0§



Quadro 2. Porcentagem das amostras em cada grupo, de acordo com as varidveis em estudo, no periodo de 15 dias.

VARIAVEIS | CONTROLE | MTA [ DIAROOT [ FILLAPEX | IROOT | Valor de p
15 dias

Definicdo Capsula (0) 45.45% | 36.36% 30% 25% 45.45% 0.790

(0) néo definida; (1) definida (1) 54.55% | 64.41% 70% 75% 54.55%
Espessura da Capsula (um) 120.6 173.5 199.5 227.7 167 0.2231

Natureza da Capsula
(1) tecido de granulacéo (1) 90.91% 100% 100% 100% 100% 0.729
(2) tecido conjuntivo fibroso (2) 9.09% 0% 0% 0% 0%
Intensidade da inflamacéo: (0) ausente, (0) 0% 9.09% 10% 0% 0%

discreta (1) leve; (2) moderada; (1) 54.55% | 63.64% 40% 18.75% 18.18% 0.137

(3) severa. (2) 36.36% | 18.18% 40% 68.75% 72.73%

(3)9.09% | 9.09% 10% 12.50% 9.09%
Macréfagos (0)90.91%" | 90.91%° |  70%° 18.75%" | 9.09%"° 0.000

(0) ausente; (1) presente (1) 9.09%° | 9.09%"° 30%" 81.25%" | 90.91%"
CGMN (0) 100%°* | 90.91%° | 90%° 50%" 509" 0.004

(0) ausente; (1) presente (1) 0%* 9.09%° 10%° 50%" 50%"

Necrose (0)90.91% | 63.64% 80% 75% 45.45% 0.195

(0) ausente; (1) presente (1) 9.09% | 36.36% 20% 25% 54.55%
Neovascularizagdo (0) 63.64%% | 9.09%" 10%° 6.25%" | 18.18%° | 0.005

(0) ausente; (1) presente (1) 36.36%% | 90.91%" |  90%" 93.75%" | 81.82%"

*Valor de p em negrito indica significancia estatistica.
a,b letras diferentes indicam diferenca estatistica.
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Quadro 3. Porcentagem das amostras em cada grupo de acordo com as variaveis em estudo, no periodo de 30 dias.

VARIAVEIS | CONTROLE | MTA | DIAROOT | FILLAPEX | IROOT | Valor de p
30 dias

Definicdo Cépsula (0) 8.33% 12.50% 0% 6.25% 7.69% 0.806

(0) ndo definida; (1) definida (1) 91.67% 87.50% 100% 93.75% 92.31%
Espessura da Capsula (um) 104.8 98.9 118.8 134.5 151.4 0.4268

Natureza da Cépsula
(1) tecido de granulacéo (1) 75% 75% 53.33% 81.25% 92.31% 0.215
(2) tecido conjuntivo fibroso (2) 25% 25% 46.67% 18.75% 7.69%

Intensidade da inflamacéo: (0) (0)41.67% | 31.25% 26.67% 25% 46.15%
ausente/discreta (1) leve; (2) moderada; (1) 25% 37.50% 66.67% 37.50% 23.08% 0.360

(3) severa. (2) 33.33% 25% 6.67% 37.50% 30.77%

(3) 0% 6.25% 0% 0% 0%

Macréfagos (0) 100%° | 87.50%° 80%" 12.50%" | 38.46%" | 0.000

(0) ausente; (1) presente (1) 0%* 12.50%" 20%° 87.50%" | 61.54%"
CGMN (0) 100%° | 68.75%P | 93.33%° | 56.25%° | 84.62%° | 0.020

(0) ausente; (1) presente (1) 0% | 31.25%" | 6.67%" 43.75%" | 15.38%"°
Necrose (0) 100%° 75%" 100%° 56.25%° | 69.23%" 0.004

(0) ausente; (1) presente (1) 0%* 25%" 0%* 43.75%" | 30.77%"
Neovascularizacdo (0) 83.33% | 81.25% 80% 50% 61.54% 0.215

(0) ausente; (1) presente (1) 16.67% | 18.75% 20% 50% 38.46%

*Valor de p em negrito indica significancia estatistica.
a,b letras diferentes indicam diferenca estatistica.
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Quadro 4. Porcentagem das amostras em cada grupo, de acordo com as varidveis em estudo no periodo de 90 dias.

VARIAVEIS | CONTROLE | MTA | DIAROOT | FILLAPEX | IROOT | Valordep
90 dias
Definicdo Capsula (0) 0% 0% 0% 0% 0% #
(0) ndo definida; (1) definida (1) 100% 100% 100% 100% 100%
Espessura da Cépsula (um) 191.3 174.7 216.2 245.8 182.1 0.1855
Natureza da Capsula

(1) tecido de granulagdo (1) 72.73%* | 50%" 14.29%" 93.33%° | 27.27%" 0.000

(2) tecido conjuntivo fibroso (2) 27.27%* | 50%" 85.71%" 6.67%% | 72.73%"

Intensidade da inflamacéo: (0) (0) 54.55% | 28.57% 28.57% 13.33% 18.18%
ausente/discreta; (1) leve; (2) moderada; (1) 45.45% | 57.14% 57.14% 33.33% 72.73% 0.125

(3) severa. (2) 0% 14.29% 14.29% 40% 9.09%

(3) 0% 0% 0% 13.33% 0%

Macréfagos (0) 90.91%* | 85.71%° | 85.71%° 13.33%" | 27.27%" 0.000

(0) ausente; (1) presente (1) 9.09%* | 14.29%° | 14.29%° 86.67%" | 72.73%"
CGMN (0) 100%* 100%* 92.86%" 53.33%" 90.91%* 0.001

(0) ausente; (1) presente (1) 0%a 0%*? 7.14%* 46.67%" 9.09%*
Necrose (0) 100%* | 100%° | 71.43%° 46.67%° | 81.82%" 0.001

(0) ausente; (1) presente (1) 0%? 0%* 28.57%" 53.33%" | 18.18%"
Neovasculariza¢do (0)72.73% | 78.57% 64.29% 33.33% 72.73% 0.109

(0) ausente; (1) presente (1) 27.27% | 21.43% 35.71% 66.67% 27.27%

*Valor de p em negrito indica significancia estatistica. # teste ndo realizado, proporg6es iguais nesta situagao.
a,b letras diferentes indicam diferenca estatistica
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Quadro 5. Correlagdo entre as variaveis.

Necrose Espessura Natureza Intensidade CGMIs Macro6fagos Neovasos
capsula capsula Inflamagao
Necrose r=1.000
Espessura r=0.2224
capsula p=0.0010 r=1.000
Natureza r=-0.1718 r=-0.0114 r=1.000
capsula p=0.0116 p=0.8683
Intensidade r=0.2976 r=0.3245 r=-0.4464 r=1.000
Inflamagéo p=0.0000 p=0.0000 p=0.0000
CGMls r=0.3469 r=0.3375 r=-0.2095 r=0.4150 | r=1.000
p=0.0000 p=0.0000 p=0.0020 p=0.0000
Macréfagos r=0.2174 r=0.2819 r=-0.2870 r=0.3352 r=0.5250 r=1.000
p=0.0013 p=0.0000 p=0.0000 p=0.0000 p=0.0000
Neovasos r=0.2791 r=0.4392 r=-0.3664 r=0.6106 r=0.3637 r=0.3310 r=1.000
p=0.0000 p=0.0000 p=0.0000 p=0.0000 p=0.0000 p=0.0000

Teste de Correlagdo de Spearman.

Valor de correlagdo: r

Significancia estatistica: p<0.05
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Figura 1- Andlise da reacéo inflamatéria e fendmenos correlatos para os grupos Controle, MTA e Diaroot. Aumentos de 100x e 400x (*). Coloracédo H&E.
A) Grupo Controle: (Al), 7 dias; (A1*) Infiltrado inflamatério moderado, capsula constituida por tecido de granulagdo; (A2) 15 dias; (A2*) capsula constituida
por tecido de granulagdo com infiltrado inflamatério leve; (A3) 30 dias; (A3*) Cépsula de tecido conjuntivo mostrando infiltrado inflamatério leve; (A4) 90 dias;
(A4*) Auséncia de infiltrado inflamatério na cépsula de tecido conjuntivo. B) MTA: (B1), 7 dias; (B1*) cépsula constituida por tecido de granulagdo com
infiltrado inflamatério moderado; (B2) 15 dias; (B2*) capsula constituida por tecido conjuntivo com infiltrado inflamatério leve; (B3) 30 dias; (B3*) Fina capsula
de tecido conjuntivo mostrando auséncia de infiltrado inflamatério; (B4) 90 dias; (B4*) Auséncia de infiltrado inflamat6rio na cépsula de tecido conjuntivo com a
presenca de particulas de cimento (seta). C) Diaroot: (C1), 7 dias; (C1*) Infiltrado inflamatério moderado, cépsula constituida por tecido de granulagéo, com area
de necrose por coagulagdo (seta); (C2) 15 dias; (C2*) capsula constituida por tecido de granulagdo com presenca de particulas de cimento (seta); (C3) 30 dias;
(C3*) Cépsula de tecido conjuntivo mostrando infiltrado inflamatério leve; (C4) 90 dias; (C4*) Auséncia de infiltrado inflamat6rio na cépsula.
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Figura 2: Anélise da rea¢do inflamatoria e fenomenos correlatos para os grupos Flllapex e iIROOT SP. Aumentos de 100x e 400x (*). Coloragdo H&E.
A) Fillapex: (Al), 7 dias; (A1*) capsula de tecido de granulagdo com infiltrado inflamatério moderado e &rea de necrose (seta); (A2) 15 dias; (A2*) tecido de
granulagdo mostrando neovascularizagdo e numerosas particulas de cimento; (A3) 30 dias; (A3*) tecido de granulagdo com particulas de cimento e extensas
areas de necrose. (A4), 90 dias; (A4*) capsula de tecido de granulagdo com particulas de cimento associadas a CGMNs. B) iROOT SP: (B1), 7 dias; (B1%)
tecido de granulagdo com infiltrado inflamatério moderado, neovascularizagdo e particulas de cimento; (B2) 15 dias; (B2*) tecido de granulacdo com éreas de
necrose; (B3) 30 dias; (B3*) tecido de granulagdo com areas de necrose e particulas de cimento; (B4) 90 dias; (B4*) Céapsula de tecido conjuntivo fibroso com
area focal de necrose e particulas de cimento. C) CGMNS, tipo Langhans, fagocitando as particulas de Fillapex. Aumento de 1000X. D) CGMN do tipo corpo
estranho associada a area de necrose por coagulagédo. E) macréfagos (setas) fagocitando as particulas de Fillapex. F) area de necrose corada pela técnica de VVon
Kossa. G) Coloragdo de VVon Kossa mostrando areas enegrecidas compativeis com as particulas de Fillapex. H) Mesma area submetida a luz polarizada.
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APENDICE
METODOLOGIA EXPANDIDA

Para a realizagdo da fase experimental desta pesquisa, todos 0s
procedimentos foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos e pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC.

1. Obtencdo e preparo dos tubos de dentina

A amostra foi constituida de 160 dentes humanos
unirradiculados extraidos por motivos alheios a esta pesquisa e obtidos
através de doacdo do Banco de Dentes da UFSC (Florianopolis, SC). A
porcdo corondria e apical de cada dente foi removida através de cortes
transversais realizados com um disco de carburundun (Macrodent S.A.,
Séo Paulo, SP, Brasil) a fim de se obter um tubo de aproximadamente 7
mm de comprimento e 1,7mm de didmetro externo. Com o objetivo de
padronizar o diametro interno dos tubos, 0 espaco correspondente ao
canal radicular foi ampliado através do uso sequencial de brocas Gates-
Glidden 2 a 5, alcancando um didmetro interno de 1,30 mm. Os tubos
foram entdo lavados em &gua destilada e esterilizados em autoclave
(Figura 3).

Figura 3. Tubos de dentina apds preparo e esterilizagéo.

Previamente a implantagdo nos animais, os tubos foram
irrigados com solucdo de EDTA 17% por 3 minutos e hipoclorito de
sodio 1% pelo mesmo tempo e secos com gaze e cones de papel estéreis
(REYES-CARMONA et al.2010).
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Logo em seguida, os 160 tubos de dentina foram aleatoriamente
distribuidos em 5 grupos (n=32) e preenchidos com 0s cimentos
experimentais ou deixados vazios para controle negativo (Figura 4):
Grupo 1: controle; Grupo 2: MTA Branco (Angelus Solugdes
Odontoldgicas, PR, Brasil); Grupo 3: DiaRoot® Bioaggregate (DiaDent
Group International, BC, Canada); Grupo 4: MTA Fillapex® (An%elus
Solugdes Odontoldgicas, Londrina, PR, Brasil); Grupo 5, iROOT" SP
(Innovative Bioceramix, Vancouver, Canada).

Em relacdo aos cimentos que necessitavam de manipulacgéo,
como o Diaroot Bioaggregate e MTA Branco, foram seguidas as
propor¢Bes e instrucdes recomendadas pelos fabricantes.

TA FILL@PE

3:
* MTA FILLAPEX
3 49 OA\m.n‘vius’

Figura 4. Cimentos utilizados no preenchimento dos tubos de dentina.

2. Intervencdo cirurgica — implantacdo dos tubos

Foram utilizados trinta e dois ratos machos adultos jovens (4-6
meses) (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, com peso entre 250 e
300 gramas. Durante o periodo experimental os animais foram mantidos
em gaiolas plasticas coletivas higienizadas, medindo 42x34x17cm (4
animais por gaiola), em ambiente arejado sob temperatura de 21 + 2°C e
iluminado artificialmente, recebendo 4agua ad libitum e alimentagdo
constituida de racdo comercial balanceada.

Os animais foram anestesiados por via intra-muscular, na face
posterior da coxa, com associacdo de cloridrato de ketamina (Dopalen,
Sespo Ind. e com. Ltda, Paulinia, SP), anestésico, e cloridrato de
xilazina (Anasedan, Sespo Ind. e com. Ltda, Paulinia, SP), relaxante
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muscular, analgésico e sedativo, nas doses de 25 mg/Kg e 10 mg/Kg,
respectivamente. O tempo de trabalho para cada animal foi de
aproximadamente 40 minutos. A conduta anestésica seguiu a tabela
peso/dosagem estabelecida pelo Manual para Técnicos em Bioterismo
do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) (Anexo C).

Na sequéncia, foi realizada tricotomia manual da regido dorsal e
antissepsia da area com solucédo de alcool iodado 1%. Foram realizadas
2 incisBes longitudinais de aproximadamente 2 cm na regido mediana do
dorso de cada animal, uma anterior e outra posterior, utilizando l1amina
de bisturi n° 15 (Eletromed - Comércio de Materiais Médicos
Cirurgicos, Manaus, Amazonia, Brasil). Lateralmente as incis6es, foram
feitas quatro divulsGes de aproximadamentes 2 cm, equidistantes,
realizadas com tesoura de ponta romba: duas em direcdo escapular e
duas em dire¢do a regido pélvica, a fim de se obter 4 lojas cirurgicas.
Em seguida, cada sitio recebeu 1 tubo de dentina preenchido com um
dos cimentos. Cada tubo foi acoplado a ponta de um trocarte para
facilitar a implantagdo, obedecendo a uma ordem previamente
estabelecida para que houvesse rotatividade dos materiais em relacdo as
regides anatdmicas. Tomou-se o cuidado de ndo realizar os implantes
paralelos a linha de incisdo, para evitar sua expulsdo ou mobilidade.

Ap6s a implantagéo nos 4 sitios cirurgicos, confeccionou-se um
quinto sitio, a partir da segunda inciséo realizada no dorso dos ratos.
Descolou-se o tecido lateralmente a incisdo utilizando uma tesoura de
ponta romba, de modo a obter um sitio entre as cavidades escapular e
pélvica, do lado direito, para a implantagdo do tubo vazio (controle
negativo), que foi implantado sempre no mesmo local, ndo participando
da rotatividade entre os tubos. Cada um dos ratos recebeu 5 tubos de
dentina, 4 preenchidos com os cimentos e 1 vazio. Finalizado o
procedimento de implantacdo, as bordas das incisdes foram unidas e
suturadas com fio de seda 4.0 (Ethicon — Johnson & Johnson, Produtos
Profissionais Ltda., Sdo José dos Campos, SP) e os ratos receberam
marcagdes nos rabos com tinta permanente para identificacdo dos
grupos, de acordo com os periodos experimentais. Os animais foram
colocados em gaiolas individuais e acompanhados até que se
recuperassem da anestesia, sendo observados diariamente para a
verificacdo do comportamento, com a finalidade de evitar
intercorréncias que pudessem comprometer o experimento (Figura 5).
Passados sete dias, os animais foram novamente colocados em gaiolas
coletivas, numa propor¢do de 4 animais por gaiola.
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Figura 5. Sequéncia de implantacéo cirdrgica nos ratos.
3. Eutanasia dos animais e remocao dos tubos

Apos os periodos experimentais de 7, 15, 30 e 90 dias, foi
realizada a eutanasia dos animais em camara de CO,, sendo 8 animais
por periodo. Apés a eutanasia, a regido dorsal dos ratos foi depilada e
0s tubos foram localizados por palpacdo e dissecados juntamente com o
tecido circundante. As pegas contendo 0s tubos e tecidos foram
removidas, distendidas em papel cartdo e fixadas em solugdo de formol
a 10% tamponado, acondicionadas em frascos unitarios, contendo a
identificagdo do rato e grupo, por um periodo minimo de 24 horas
(Figura 6, A-D). Passado esse periodo, os tubos foram encaminhados
para a fase laboratorial.

4. Processamento laboratorial
4.1 Macroscopia

Foram realizados cortes macroscOpicos para a remocdo do
excesso de tecido; o formato das pecas ficou retangular, localizando-se
ao centro, o tubo de dentina e ao redor, tecido suficiente para analise
microscopica. A seguir, as pecas foram submersas em agua destilada por
1 hora, com o objetivo de remover o excesso de formol.
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4.2 Remocéo dos tubos de dentina

Foi utilizada uma pinca clinica para apreender o tubo de cada
espécime enquanto uma incisdo era realizada longitudinal e lateralmente
no tecido que envolvia o tubo de dentina, utilizando Iamina de bisturi
n°11 montada em cabo n°3. Esta etapa foi realizada de maneira
extremamente cuidadosa, com incisdo firme e Unica, evitando que o
tecido fosse dilacerado, principalmente na regido de sua embocadura,
local de interesse da investigacdo. Apds a incisdo, com o auxilio de uma
sonda interproximal modificada desprendeu-se cuidadosamente o tecido
gue envolvia o tubo; a sonda foi entdo passada por baixo do tubo,
removendo-0. Neste momento foi realizado um corte na extremidade da
peca, correspondente a uma das extremidades do tubo, para servir de
referéncia posteriormente, no momento da inclusdo em parafina. As
pecas foram acondicionadas em cassetes unitarios com a devida
identificacdo dos espécimes na parte externa e interna dos cassetes
(Figura 6, E-N).

a3

Figura 6. Sequéncia de remogéo dos tubos e tecido circundante.

4.3 Desidratacao, diafanizacao e inclusdo em parafina

Para a desidratacdo dos espécimes foram utilizadas cadeias
crescentes de etanol e para a diafanizacéo foi utilizado o xilol. A seguir,
as pecas foram embebidas e incluidas manualmente em parafina. Antes
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da incluséo, tomou-se o cuidado de abrir a parte central da capsula que
envolvia o tubo, retornando a sua forma antes da remocédo do tubo, e
mergulhando-a em parafina liquida para que o espago vazio fosse
preenchido. Em seguida, a inclusdo foi realizada observando-se a
marcacao que havia sido feita no tecido anteriormente.

Ap6s a obtencdo dos blocos de parafina, cada um foi
identificado de acordo com o grupo e periodo experimental do espécime
gue continha. Foi utilizado um micrétomo para confeccdo de cortes
semi-seriados de 4 microbmetros, feitos no sentido longitudinal dos
tubos, de modo a englobar suas duas extremidades. Cada espécime foi
cortado até que se atingisse aproximadamente a metade do espago
deixado pelo tubo. A partir dai, colhiam-se cerca de 5 cortes seriados
por espécime, os quais foram posteriormente corados pelas técnicas
H&E e Von Kossa. Apos avaliagdo em microscépio dptico, os cortes
positivos para Von Kossa foram observados também em microscopio de
luz polarizada (microscépio Zeiss Primo), para observagdo de estruturas
birrefringentes.

5. Andlise microscopica

A andlise das respostas do tecido conjuntivo em contato com o
material foi realizada de maneira semi-quantitativa e descritiva,
considerando 3 campos em cada extremidade do tubo e utilizando um
microscépio Optico Axiostar da Zeiss (aumentos de 5x 10x 40x). As
avaliacOes foram realizadas por 2 observadores previamente calibrados.
Apos a calibracdo, os examinadores realizaram o teste Kappa intra e
inter examinadores, para avaliar a confiabilidade das leituras realizadas
e a concordancia entre 0os mesmos (Tabelas 1 e 2).
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Coeficiente Kappa Nivel de Concordancia

<0,00 -
0,00-0,20 Baixo
0,21-0,40 Médio
0,41-0,60 Moderado
0,61-0,80 Substancial
0,81-1,00 Quase perfeito

Tabela 1. Critérios de classificagdo dos niveis de
concordancia do coeficiente Kappa.

Variavel avaliada Coeficiente Coeficiente Kappa

Kappa Intra Inter

Examinador Examinadores
Necrose 1,00 1,00
Definicdo da Capsula 0,855 0,855
Composicao da capsula 1,00 1,00
Intensidade Inflamag&o 0,919 0,919
CGMNs 1,00 0,919
Macréfagos 0,894 0,889
Neovasos 1,000 1,000

Tabela 2. Indices Kappa Intra e Inter examinadores.

Todas as laminas foram fotomicrografadas utilizando uma
camera digital Canon Power Shot A62 acoplada a um microscépio
Optico Axiostar (Zeiss).

Os espécimes positivos para a coloracdo Von Kossa foram
registrados de maneira descritiva, bem como aqueles que apresentaram
estruturas birrefringentes a luz polarizada.
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Para a avaliacdo da reagdo tecidual, uma modificacdo do
critério descrito por Yaltirik et al. (2004) foi utilizada. Os seguintes
eventos foram analisados:

5.1- Organizacao da capsula conjuntiva: classificada de acordo com a
presenca ou auséncia de limites definidos entre a capsula e o tecido
conjuntivo adjacente. 0, ndo definida; 1, definida.

5.2- Espessura da cépsula conjuntiva: definida como a extensdo do
tecido conjuntivo formado ao redor do tubo, mensurada em aumento de
10x e expressa em micrémetros, utilizando o programa Image J.
Primeiramente o programa ImageJ foi configurado para fornecer as
medidas, em micrémetros, do segmento selecionado. Para essa
configuragdo, uma escala micrométrica foi acoplada ao microscépio e
fotografada, utilizando o mesmo aumento (10x) padronizado para a
fotografia das laminas. A seguir, o programa foi inicializado,
selecionando-se o arquivo que continha a imagem da escala, para que
fosse aberto (Figura 7).

5.3- Composicdo da cépsula conjuntiva: 1, tecido de granulacéo:
ricamente celularizado e vascularizado; 2, tecido fibroso: ricamente
colagenizado e pouco celularizado.

5.4- Intensidade da inflamacgdo: definida como a concentracdo de
células inflamatérias no interior ou ao redor da capsula de tecido
conjuntivo, em aumento de 40x, através dos escores 0, inflamag&o
ausente ou discreta — até 10 células inflamatorias por campo; 1,
inflamacg&o leve — acima de 10 e até 25 células inflamatdrias por campo;
2, inflamag&o moderada — acima de 25 e até 65 células inflamatérias por
campo; 3, inflamacdo severa — acima de 65 células por campo. Foi
obtida uma média do nimero de células em 3 areas separadas, em cada
uma das extremidades dos tubos.

5.5- Células gigantes: 0, ausente; 1, presente.
5.6- Macrofagos: 0, ausente; 1, presente.
5.7- Necrose tecidual: 0, ausente; 1, presente.

5.8- Neovascularizagdo: 0, ausente (menos de 10 neovasos por campo);
1, presente (10 ou mais neovasos por campo).
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Figura 7. Programa Image J e escala para medicdo das capsulas.

Configuracéo do programa Image J:

Para a configuragdo do programa, deve-se tracar um segmento
de medida conhecida na escala e selecionar as opgdes: Analyse > Set
Scale (Figura 8). A partir dai, uma nova janela sera aberta, na qual deve-
se especificar a medida previamente conhecida do segmento tragado, e
selecionar a unidade de medida adotada; em nosso caso, micrometros.
Marca-se a op¢do Global, para que a padronizacdo estabelecida neste
momento seja utilizada para a medicdo de todas as capsulas,
posteriormente. A partir dai, podemos abrir novas imagens e realizar as
medicOes da seguinte forma: seleciona-se a imagem na qual deseja-se
efetuar a mensuracdo; traca-se 0 segmento na regido a ser medida e
seleciona-se as opgOes: Analyse > Measure. Assim, a medida do
segmento selecionado seré fornecida, na unidade de medida previamente
selecionada (Figura 9). Todas as laminas foram fotomicrografadas em
aparelho Axios Plus (Zeiss) acoplado a camera digital Canon Power
Shot A62.

Os espécimes que receberam o escore O na variavel 5.6
(Organizacdo da Capsula Conjuntiva) ndo foram mensuradas, pela
impossibilidade de estabelecimento dos limites da cépsula para
mensuragao.
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File Edit Image Process EUELYE

E],IO,IC{‘O.A_H*;I‘; Measure Ctri+M
Analyze Particles. .
Summarize
Distribution...

Label

Clear Results

Set Measurements...

[eiscae

Calibrate...

Histogram Ctri+H
Plot Profile Ctri+K
Surface Plot...

Gels >
Toois »

Text tool

Figura 8. Tracado para configuracdo do programa Image J.

File Edit Image Process JAUEDzY Plugins Window Help
Oojc|ofZ 4|+

Scrolling tool (or press space bar

Analyze Particles...
Summarize
Distribution...
Label
Clear Results
Set Measurements...

Set Scale...
Calibrate...
Histogram Ctrl+H
Plot Profile Ctri+K
Surface Plot...

Gels »
Tools

Figura 9. Selecdo da area da capsula a ser mensurada em micrémetros.

Para a analise estatistica da espessura das capsulas foram utilizadas as
medidas exatas de cada capsula em micrometros.

6. Analise estatistica

Foi realizado o Teste Exato de Fischer para comparagdes entre
as variaveis analisadas, sendo considerado o nivel de significancia de
5% (p < 0,05). Os 4 cimentos e o controle foram comparados nos 4
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periodos experimentais. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para a
varidvel espessura de capsula conjuntiva, comparando-se 0s 4 cimentos
e 0 controle nos 4 periodos experimentais. O Teste de correlacdo de
Spearman foi aplicado a todas as variaveis, nos 4 periodos
experimentais.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres

Humanos da UFSC
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ANEXO B — Parecer do Comité de Etica no Uso de Animais

Resultado de Solicitagao de Protocolo

Protocolo

PP00555

Titulo

Cimentos a base de MTA: andlise da biocompatibilidade e da interface
cimento/dentina

Data de Entrada

21/10/2010

Resultado:
AprovadoData/Prazo
03/12/2010

Consideragoes

Oficio n° 254/CEUA/PRPE/2010

Do: Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais-CEUA

Ao(a): Prof(a) Dr(a) Eduardo Antunes Bortoluzzi, Departamento de Odontologia — CCS

Prezado(a) Professor(a),
Em relacéo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o seguinte:

- APROVADO, por dois ano(s), para a utilizacéo de trinta e quatro ratos (Rattus Norvegicus).
- Procedéncia do animal: Biotério Central da UFSC.
- Processo cadastrado sob o nimero: 23080.040917/2010-80

Por ocasi&o do término desse protocolo, DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO detalhado
relacionando o uso de animais no Projeto desenvolvido aos resultados obtidos, conforme formulario ON
LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatério Final previsto para (90 dias apds término da vigéncia do protocolo
ou no momento da apresentagao de um novo protocolo)
Data 10/03/2013

Data 10/12/2010
)

K.

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE




ANEXO C — Relagéo Peso/Dosagem para anestesia dos animais.

Relaxante Muscular (M.P.A) ANESTESIA
Rato QUETAMINA XILAZINA QUETAMINA
Peso (2) | Francotar. Dopalen, Vetaset | Anasedan rompun | Francotar. Dopalen. Vetaset
ml ml. ml.
100 25 050 025
110 027 055 027
120 030 060 030
130 032 063 032
140 035 070 035
150 037 075 037
160 (40 080 040
170 (042 085 042
180 (45 090 045
100 047 005 047
200 050 .100 050
210 052 105 052
220 055 110 055
230 057 115 057
240 060 .120 060
250 (062 125 062
260 065 .130 065
270 067 135 067
280 070 _140 070
200 072 145 072
300 075 .130 075
310 077 155 077
320 080 .160 080
330 082 165 082
340 (085 170 085
350 087 175 087
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