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Lopes CS. Propriedades biolégicas, fisicas e quimicas de uma medicacéo intracanal
bioceramica. [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2022.

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a biocompatibilidade e o potencial bioativo de uma
medicacédo intracanal bioceramica, Bio-C Temp (BIO; Angelus, Londrina, Brasil), em
comparacao a medicacdo a base de hidroxido de calcio, Calen (CAL; SS White, Rio
de Janeiro, Brasil) implantados nos tecidos do subcutaneo de 60 ratos, durante 7, 15
30 e 60 dias. Analise de propriedades fisico-quimicas, incluindo radiopacidade, pH,
solubilidade, escoamento, alteracédo volumétrica (%) e capacidade de preenchimento
foram conduzidas com as medicacdes BIO e o CAL. Publicacdo 1: A espessura das
capsulas, o numero de células inflamatérias (CIl), células imunopositivas a
interleucina-6 (IL-6) e IL-10 e contetdo de colageno foram mensurados. Os niveis
séricos da transaminase glutamico-oxalacética (TGO) e transaminase glutamico-
piravica (TGP), foram avaliados 7 e 60 dias. Os dados foram submetidos & ANOVA e
teste Tukey (p<0,05). Os niveis séricos de TGO e TGP foram semelhantes (p >
0,05). BIO e CAL apresentaram maior espessura das capsulas aos 30 dias
reduzindo aos 60 dias. Em todos os periodos, o numero de Cl e células IL-6-
imunopositivas foram maiores em CAL. O numero de células IL-10-imunopositivas
aumentou significantemente no decorrer do tempo em BIO E CAL. Aos 60 dias, BIO
mostrou maior conteldo de colageno em comparacdo ao CAL (p < 0,0001). Os
danos teciduais inicialmente provocados por BIO foram suprimidos mais
rapidamente em comparacdo aqueles provocados por CAL, favorecendo a
reparacdo do tecido conjuntivo. Publicacdo 2: Neste estudo, 0s niveis séricos de
calcio (Ca™), fésforo (P) e fosfatase alcalina (ALP), a imunoexpressdo de
osteocalcina (OCN) e osteopontina (OPN), o nimero de fibroblastos e a deposicdo
de calcita amorfa foram avaliados. Os dados foram submetidos a ANOVA/Tukey
(p<0,05). Aos 7 e 15 dias, os niveis de Ca*® foram maiores nas amostras do CAL
engquanto que o nivel de P foi maior aos 7 dias em BIO e CAL. O nivel de ALP foi
alto em BIO e CAL até os 30 dias, reduzindo significantemente aos 60 dias. Em BIO
e CAL, um aumento significante no niamero de fibroblastos, na imunoexpressao de
IL-10, OCN e OPN foram detectados ao longo do tempo. BIO e CAL apresentaram
estruturas von Kossa-positivas e birrefringentes enquanto que, no grupo controle
(tubos vazios), estas estruturas ndao foram observadas. BIO, assim como CAL,
causou aumento dos niveis séricos de ALP, enzima essencial na biomineralizacéo, e
induziu células do tecido subcutaneo a sintetizar OCN e OPN, além da deposicéo de
calcita, indicando que BIO tem potencial bioativo. Publicac&o 3: No presente estudo,
o pH, radiopacidade, escoamento, solubilidade (apds 7 e 14 dias imersdao em agua
destilada e PBS), alteracdo volumétrica e capacidade de preenchimento (por micro-
CT) foram avaliadas. Foram aplicados os testes estatisticos ANOVA/Tukey e teste T
(p=0,05). CAL mostrou maior pH, escoamento, alteracdo volumétrica e solubilidade
apos 14 dias de imersdo em agua destilada e 7 e 14 dias em PBS. BIO apresentou
maior radiopacidade e capacidade de preenchimento (p<0,05). Apesar de a
medicacdo bioceramica apresentar menor perda volumétrica e capacidade de
preenchimento satisfatéria, evitando vazios e falhas, o Bio-C Temp mostrou menor
alcalinidade do meio em comparacéo ao Calen.

Palavras chave: Endodontia. Imuno-histoquimica. Materiais dentarios. Propriedades
fisicas. Propriedades quimicas.



Lopes CS. Biological, physical and chemical properties of a bioceramic intracanal
medication [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2022.

ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the biocompatibility and bioactive potential of a
bioceramic intracanal medication, Bio-C Temp (BIO; Angelus, Londrina, Brazil), in
comparison to a calcium hydroxide-based medication, Calen (CAL; SS White, Rio de
Janeiro, Brazil) implanted into the subcutaneous tissues of 60 rats for 7, 15, 30 and
60 days. Analyses of physicochemical properties, including radiopacity, pH, solubility,
flowability, volumetric change (%) and filling capacity were conducted with BIO and
CAL medications. Publication 1: The thickness of the capsules, the number of
inflammatory cells (IC), immunopositive cells for interleukin-6 (IL-6) and IL-10, and
collagen content were measured. Serum glutamic-oxalacetic transaminase (GOT)
and glutamic-pyruvic transaminase (GPT) levels were evaluated at 7 and 60 days.
The data were submitted ANOVA and Tukey’s test (p < 0.05). Significant differences
in the serum GOT and GPT levels were not detected (p > 0.05). The capsules around
the BIO and CAL specimens were thicker at 30 days than at 60 days. In all periods,
the number of IC and IL-6-immunopositive cells was significantly lower in BIO than in
CAL specimens. In BIO and CAL specimens, the number of IL-10-immunopositive
cells increased significantly over time. At 60 days, the capsules around the BIO
contained greater collagen content than in CAL specimens (p < 0.0001). Tissue
damage initially caused by BIO was suppressed more quickly compared to that
caused by CAL, favoring connective tissue repair. Publication 2: In this study, the
concentration of calcium (Ca*?), phosphorus (P) and alkaline phosphatase (ALP) in
the serum, the immunoexpression of osteocalcin (OCN) and osteopontin (OPN), the
number of fibroblasts and the deposition of amorphous calcite were evaluated. Data
were submitted to ANOVA and post-hoc Tukey test (p<0.05). At 7 and 15 days,
serum Ca'? levels were higher in the CAL than in BIO samples while the P’
concentration was highest in BIO and CAL in comparison to control group (CG;
empty tubes) at 7 days. The ALP level was high in BIO and CAL up to 30 days,
decreasing significantly at 60 days. In BIO and CAL, a significant increase in the
number of fibroblasts, in the immunoexpression of IL-10, OCN and OPN was
detected over time. In constrast, OCN- and OPN-immunolabelled cells were not seen
in the CG specimens. BIO and CAL specimens showed von Kossa-positive
structures and birefringent deposits, while in the CG, these structures were not
observed. BIO, as well as CAL, caused an increase in the serum ALP levels, an
essential enzyme in biomineralization, and induced subcutaneous tissue cells to
synthesize OCN and OPN, in addition to calcite deposition, indicating that BIO has
bioactive potential. Publication 3: In the present study, pH, radiopacity, flowability,
solubility (after 7 and 14 days immersion in distilled water and PBS), volumetric
change and filling capacity (by micro-CT) were evaluated. ANOVA and Tukey’s test
and T test (p<0.05) were applied. CAL showed higher pH, flow, volumetric change
and solubility after 14 days of immersion in distilled water, and at 7 and 14 days in
PBS. BIO showed greater radiopacity and filling capacity (p<0.05). Despite the
bioceramic medication presenting less volumetric loss and satisfactory filling
capacity, avoiding voids and failures, Bio-C Temp showed lower alkalinity of the
medium compared to Calen.

Keywords: Endodontics. Immunohistochemistry. Dental Materials. Physical
properties. Chemical properties.
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1 INTRODUCAO

A complexidade da anatomia do sistema de canais radiculares dificulta a
completa limpeza e desinfeccdo'. Dessa maneira, mesmo apds 0 preparo
biomecanico 0s micro-organismos podem permanecer no seu interior?, sendo essa a
principal causa de fracasso do tratamento endodéntico®. O uso da medicacdo
intracanal € necessaria para os dentes com necrose pulpar pois a microbiota ja se
difundiu por todo o sistema de canais e no periapice. Assim, a medicacao intracanal
tem o papel de complementar a desinfeccdo dos canais radiculares, cemento apical
e tubulos dentinarios', se difundido pela dentina em &reas onde o preparo
biomecanico nédo pode ser realizado, estimulando a reparacao tecidual e o
progndstico endodéntico®. Além disso, durante o intervalo entre as sessbes a
medicacdo intracanal também atua como barreira fisica prevenindo a reinfeccéo e
reduzindo o risco de proliferacdo dos remanescentes bacterianos”.

As pastas a base de hidréxido de célcio tém sido amplamente utilizadas como
medicacdo intracanal em diferentes condicbes endoddnticas®, além de serem
utilizadas no intuito de otimizar a desinfeccdo do canais radiculares, trocas
periodicas sdo preconizadas em casos que ha necessidade de formacao e reparo de
tecido mineralizado’, apés trauma dentario®, no controle de reabsorcées radiculares,
no tratamento de lesbes periapicais extensas, apicificacdes, perfuracdes
radiculares®, na endodontia regenerativa® e na pulpotomia®.

O hidroxido de célcio destaca-se devido ao fato de apresentar acao
antimicrobiana e excelentes propriedades bioldgicas®. As pastas de hidroxido de
célcio possuem a capacidade de inativar a endotoxina bacteriana’®, dissolver tecido
necrético™, estimular a diferenciacdo de osteoblastos®?, inibir a reabsorcdo
dentaria® e possui efeito bioldgico mineralizador®*3. A acdo do hidréxido de célcio é

7814 nois proporciona um

decorrente da dissociacdo ibnica dos ions calcio e hidroxila
ambiente alcalino que favorece sua acéo antimicrobiana e efeito mineralizante*. O
efeito antimicrobiano do hidroxido de calcio é atribuido principalmente a liberacdo de
seus fons hidroxila em meio aquoso®, que se difundem através de tdubulos
dentinarios até a superficie externa da raiz'®. Estes fons sdo radicais livres com alto
poder de reatividade®® e capacidade de destruir componentes estruturais da
membrana celular das bactérias e diminuir sua atividade celular*’. Além disso, os

ions calcio tem funcdo na remocao de gas carbdnico que constitui fonte respiratéria
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de bactérias anaerébias®®. O pH alcalino proporcionado pelo hidréxido de célcio ao

microambiente favorece o reparo e a calcificacdo ativa®***?

, uma vez que, neutraliza
o acido latico dos osteoclastos e ativa fosfatase alcalina (ALP), enzima que
desempenha um papel crucial na formacéo do tecido duro®. Os fons célcio também
desempenham um papel essencial na mineralizagdo, estimulando a expressao do
gene da fibronectina®®.

Entretanto, a difusdo de ions é dependente do veiculo e das associacdes
utilizadas na pasta a base de hidréxido de célcio’®. Caracteristicas como a
velocidade da dissociacdo idnica®, solubilidade® e difus&o? estéo relacionadas ao
tipo do veiculo associado a medicacdo. Quando o hidroxido de calcio é associado a
um veiculo viscoso, como propilenoglicol 400 e polietilenoglicol 400, a liberacao
desses ions é lenta e progressiva®>?*. A pasta Calen (SS White Artigos Dentarios,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil) € uma medicacao intracanal a base de hidréxido de célcio
associada a um veiculo viscoso, o polietilenoglicol 400. Esta pasta fornece ao
microambiente um pH alcalino, possui acdo antimicrobiana®® apresentando
capacidade de inativar a endotoxina bacteriana'®. Além disso, a pasta Calen é
biocompativel®®?, com capacidade de induzir a deposicdo de nédulos
mineralizados?’, bem como, a formac&o de tecido mineralizado®®, proporcionando
reparo apical satisfatério™**%28,

Embora a medicacdo a base de hidréxido de calcio apresente adequadas
propriedades bioldgicas, a permanéncia da pasta no interior do canal radicular por
longos periodos pode afetar as propriedades mecéanicas da dentina radicular por
degradacdo do colageno®. A alcalinidade do hidréxido de célcio pode também
enfraquecer a raiz?° aumentando a suscetibilidade & fratura®, além da medicacéo a
base de hidréxido de célcio ser permeéavel aos fluidos dos tecidos e soltuvel no canal
radicular®’. Por outro lado, o hidréxido de célcio ndo é efetivo contra todas as
bactérias®, apresentando baixa efetividade frente a espécie Enterococcus faecalis®.
Estudos tém avaliado a associacdo do hidréxido de calcio com outras substancias
com o intuito de melhorar seu espectro de acdo®>°.

Materiais endodonticos bioceramicos, ou seja, a base de silicatos de calcio,
tém se destacado por serem bioativos®®, devido a interacdo do material com a

dentina formando uma zona intermediaria mineralizada na presenca de umidade®’.

38-44 45-47

Os materiais bioceramicos sdo biocompativeis®™ ™, néo citotoxicos ™', mostram

45,47

potencial biotivo***’e capacidade de induzir a regeneracéo éssea’®, devido pelo
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menos em parte ao pH alcalino proporcionado ao meio e a liberacéo de ions célcio®.

454150 & tomam

Os materiais biocerdmicos também apresentam acgdo antibacteriana
presa em ambiente Umido>. Os materiais & base de silicato de célcio sdo
rotineiramente utilizados na Endodontia em procedimentos envolvendo a
regeneracao pulpar e o reparo de tecidos duros, como material reparador durante o
capeamento pulpar, pulpotomia, apexificacdo, reparo de perfuracdo e retrobrutacao,
bem como, na obturacdo dos canais radiculares®.

Atualmente existe um interesse crescente no desenvolvimento de novos
materiais endodénticos a base de silicato de célcio®. Deste modo, a Angelus®
Inddstria de Produtos Odontolégicos S/A (Londrina, Brasil)®* desenvolveu um novo
medicamento endodoéntico bioceramico, o Bio-C Temp. Esta medicacdo € uma
pasta, pronta para o0 uso, a base de silicatos de célcio associada aos
radiopacificadores tungstato de calcio e Oxido de titdnio; esse medicamento
bioceramico também apresenta na sua composicdo o aluminato de célcio, 6xido de
calcio e resina base como veiculo.

O Bio-C Temp € indicado como um curativo intracanal no tratamento
endodontico, retratamento, em dentes com rizogénese incompleta, perfuracbes e
reabsorcdes externas e internas®. De acordo com o fabricante, o Bio-C Temp
dispensa e/ou elimina a necessidade de novas aplicagdes, constituindo-se numa
vantagem em relacdo as medicacdes a base hidréxido de célcio que exigem trocas
frequentes™”.

O Bio-C Temp deve ser removido do canal radicular apés algum tempo por
meio de protocolos semelhantes aos usados para as pastas a base de hidréxido de
calcio®®. As particulas de silicato de calcio, presente na pasta bioceramica, em
ambiente umido hidratam formando o silicato de célcio hidratado na superficie da
particula. No entanto, as cadeias poliméricas presentes no material dificultam a
ligacdo das particulas hidratadas e, em consequéncia, impossibilita que a medicacao
tome presa>>.

Este novo medicamento a base de silicato de célcio mostrou efeito néo
citotéxico em extratos mais diluidos associados & cultura de fibroblastos®®, células da

5% @ células osteoblasticas humanas (Saos-2)?’. O

polpa dental humana (hDPCs)
Bio-C Temp induziu atividade osteogénica em ensaio in vitro em células da linhagem
Saos-2, demonstrada pela deposi¢cdo de nédulos mineralizados e atividade de ALP

semelhante as medicagbes a base de hidroxido de calcio, UltraCal XS (UltraDent
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Product, Inc., Indaiatuba, SP, Brasil) e Calen. No entanto, com relacdo a atividade
antimicrobiana, o Bio-C Temp apresentou menor efetividade contra E. faecalis na
forma planctonica e de biofilme por meio do teste de contato direto e de cristal
violeta em comparacdo as medicacdes & base de hidréxido?’.

Embora o meio aquoso contendo o Bio- C Temp tenha apresentado pH
alcalino, o valor deste foi inferior ao Ultracal XS, uma medicacdo a base de hidroxido
de calcio associada a um veiculo aquoso, nos periodos de 1, 24 e 72 horas. No
entanto, diferencas significantes nos valores do pH das solucées contendo Bio-C
Temp e Ultracal XS nédo foram detectadas aos 7 dias. A liberagdo de célcio do
material bioceramico para o microambiente foi menor do que a pasta de hidroxido de
calcio apenas no periodo de 24 horas. Baseado nas normas International
Organization for Standardization (ISO 6876:2016), o Bio-C Temp apresentou maior
radiopacidade (cerca de 7 mm/Al) e ambos o0s materiais ndo promoveram
penetracdo nos tdbulos dentindarios como foi demonstrado pela analise com
microscopia confocal de varredura a laser (CLSM)>3.

Quando comparado aos materiais reparadores bioceramicos, Bio-C Repair
(Angelus, Londrina - PR, Brasil) e Biodentine (Septodont, Saint Maur des Fossés,
France), o Bio-C Temp forneceu solu¢cdes com alcalinidade semelhante, porém
maior liberacdo de céalcio apds 24 horas de imerséo. Utilizando dentes bovinos, 0s
autores observaram que os trés materiais foram associandos com a descolaracéo
dental e a medicacdo bioceramica mostrou menor radiopacidade que o Bio-C Repair
que apresenta na composicdo 6xido de zirconia como radiopacificador®?. Estudo
similar em dentes bovinos demonstrou que o Bio-C Temp apresentou maior
radiopacidade e promoveu menor alteracdo de cor dentinaria em comparacao ao
Ultracal XS e ao material reparador MTA Flow (UltraDent Product, Inc., Indaiatuba,
SP, Brasil)>>.

Uma vez que a medicagdo entra em intimo contato com tecidos
perirradiculares, sua composicdo quimica e os compostos toxicos liberados podem
interferir na resposta inflamatéria e, consequentemente, no processo de reparo®’. O
implante de materiais dentarios no tecido conjuntivo subcutaneo de ratos € um
método recomendado pela ISO 109938 que permite avaliar a reacao inflamatéria em
resposta aos materiais bem como permite avaliar as cascatas de eventos que
culminam na regressdo do processo inflamatorio e a sua substituicdo por tecido

conjuntivo denso, contendo fibroblastos e fibras colagenas*®*%. Assim, a analise em
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diferentes periodos permite avaliar a intensidade do processo inflamatorio, os
principais tipos celulares e se 0 mesmo persiste ao longo do tempo, constituindo-se
num parametro de avaliacdo das propriedades biolégicas dos materiais dentarios®.

Os materiais endodonticos podem liberar substancias que estimulam a
migracao e a diferenciacdo das células inflamatorias, induzindo também a producéo
de citocinas moduladoras da inflamac&o, tais como a interleucina 6 (IL-6)**4%%61,
Esta citocina tem se constituido num parametro de analise do processo inflamatério,
pois apresenta uma correlacédo direta com a regressao do processo inflamatério nas
capsulas formadas em resposta aos implantes de materiais endoddnticos®®. Em
contrapartida a IL-10 apresenta uma marcante fungéo anti-inflamatodria mostrando a
capacidade de inibir a sintese e liberac&o de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1,
IL-6 e IL-8°%%, Portanto, a deteccdo da IL-10 possibilita uma melhor compreenséo
dos mecanismos relacionados na regressao da resposta inflamatoria induzida pelos
biomateriais endodénticos®.

Além disso, a neoformacdo de constituintes da matriz dos tecidos
mineralizados pode ser avaliada por imuno-histoquimica para detectar as diversas
proteinas existentes, como osteocalcina e osteopontina®. Estudos relataram que
materiais contendo silicato de célcio induziram a imunoexpressdo de

6667 & osteocalcina®43:667

osteopontina nas células do tecido conjuntivo do
subcuténeo de ratos. Adicionalmente, estudos reportaram que materiais a base de
silicato de calcio induzem a precipitacdo de calcio nas capsulas formadas adjacentes
aos implantes no subcutaneo de ratos, evidenciado pelo método histoquimico de von
KOSS&38'41_44'60.

A implantacdo no subcutaneo de ratos também permite investigar se os
materiais odontolégicos podem promover alteracdes sistémicas, uma vez que estes
materiais liberam substancias que podem por via sanguinea podem atingir érgaos
intimamente associados & manutencéo do metabolismo do organismo**. A dosagem
dos niveis séricos das enzimas transaminase glutamico-oxalacética (TGO) e
transaminase glutamico-pirdvica (TGP) podem ser utilizadas como parametros
bioquimicos da fungéo hepatica®®. Além disso, constituintes inorganicos de tecidos
mineralizados, incluindo célcio (Ca*?) e fésforo (P’), e ALP, uma enzima envolvida na
mineralizagcdo, podem ser mesurados por meio da coleta de sangue no intuito de
investigar se os materiais endoddnticos causam alteracbes nesses parametros

associados a biomineralizacao®®.
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Por ouro lado, a reacao tecidual (biocompatibilidade e potencial bioativo) de
um material odontoldgico, incluindo a medicacdo intracanal, estd intimamente
associada as suas propriedades fisico-quimicas. Deste modo, a investigacdo destas
propriedades, dentre elas o pH, liberacdo de ions calcio e solubilidade séo
relevantes para prever o comportamento clinico das medicacées?®’. E importante que
a medicacédo se difunda pelos tubulos dentinérios e ramificacdes laterais do sistema
de canais radiculares, preenchendo todo o canal e agindo por contato direto ou
indireto nos tubulos dentinarios®. A radiopacidade da medicacdo intracanal é
importante para avaliar se o preenchimento dos canais radiculares ocorreu
satisfatoriamente, além de permitir o acompanhamento clinico do tratamento®,

A microtomografia computadorizada (micro-CT) € uma ferramenta de analise
tridimensional ndo destrutiva’® que complementa o teste convencional de anélise de
solubilidade permitindo uma andlise volumétrica (em mms3) dos materiais e a
capacidade de preenchimento dos materiais’* por meio da andlise da interface
dentina e material, uma vez que, a alta resolucdo, permite observar a presenca de
defeitos e espacos vazios’’. Essas andlises sdo importantes, pois a perda
volumétrica do material, bem como, a presenca de espacos vazios apOs o
preenchimento do canal impede o contato direto do material com as bactérias
prejudicando a acdo antimicrobiana, além de permitir a reinfeccdo bacterina no
interior do canal radicular?.

Portanto, a total eliminacdo de micro-organismos resistentes continua sendo
um grande desafio na terapia endododntica, sendo fundamental a busca por
medicamentos eficazes’. Considerando que é essencial o conhecimento das
propriedades fisico-quimicas para a escolha de uma de medicacéo intracanal®® e o
possivel contato de um material endodbéntico com os tecidos periapicais, €
importante que as propriedades fisico-quimicas e biolégicas de novos materiais, ou
modificacbes na composicdo de materiais ja conhecidos, sejam avaliadas por

diferentes metodologias™ ™.
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5 CONCLUSAO

O Bio-C Temp é biocompativel, permite a reparacdo do tecido conjuntivo e
nao deve induzir alteracdes hepaticas, desde que n&o causou alteracdes nos niveis
das enzimas TGP e TGO.

O Bio-C Temp € uma medicacado com potencial bioativo e, portanto, espera-se
gue quando a pasta bioceramica entre em contato com os tecidos periapicais possa

induzir a reparacao éssea.

O Bio-C Temp apresentou propriedades fisico-quimicas adequadas, como
melhor capacidade de preenchimento, radiopacidade, menor solubilidade e alteracéo
volumétrica, no entanto, promoveu menor alcalinidade do meio, uma propriedade

importante para uma maior agdo antimicrobiana.
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