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GONCALVES, LO. Influéncia da Diabetes Mellitus na mineralizaciao do
MTA Branco. Trabalho de Conclusao de Curso — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2015.

RESUMO
Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da diabetes mellitus
na resposta tecidual e na capacidade de mineralizacdo do MTA Angelus
Branco®. Materiais e métodos: Vinte e quatro ratos Wistar foram divididos
em dois grupos: normal e diabético. A inducao da diabetes foi realizada por
meio da aplicacdo do Aloxano. Cada animal recebeu dois implantes de tubos
de polietileno na regidao dorsal, um contendo o material testado e mais um
tubo vazio como controle. Resultados: Apos 07 e 30 dias da implantacao,
seis animais de cada grupo foram mortos e os espécimes removidos e
processados para analise histologica em hematoxilina e eosina, Von Kossa e
luz polarizada. O critério de avaliacao foi de 0: nenhuma ou poucas células e
nenhuma reacao; 1: menos de 25 células e reacao leve; 2: entre 25 e 125
células e reacao moderada; 3: 125 ou mais células e severa reacao. Capsula
fibrosa foi considerada fina quando <150pm e espessa quando >150pm.
Presenca de mineralizacdo foi registrada como presente ou ausente. O
controle, aos 07 e 30 dias, observou-se em ambos os grupos, normal e
diabético, uma resposta inflamatoria leve, auséncia de estruturas
birrefringente a luz polarizada e de areas de mineralizacdo. Os espécimes
que continham o tubo com MTA Branco apresentou aos 07 dias, no grupo
normal e diabético, uma resposta inflamatéria moderada com reducao com o
tempo. Estruturas birrefringentes a luz polarizada e areas de mineralizacao
foram encontradas, em todos os tempos avaliados e em ambos os grupos. No
300 dia foi encontrada uma resposta inflamatéria leve, areas de
mineralizacdo e estruturas birrefringentes a luz polarizada para o MTA
Branco independente da condicao diabética. Conclusao: A pesquisa aponta
que a diabetes mellitus nao influenciou na resposta tecidual e na capacidade

de mineralizacao do cimento a base MTA Branco.

Palavras-chaves: Diabetes Mellitus, Endodontia, Teste de materiais.



GONCALVES, LO. Influence of Diabetes Mellitus in mineralization White
MTA. Trabalho de Conclusao de Curso - Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2015.

ABSTRACT
Objective: The objective of this study was to evaluate the influence of
diabetes mellitus on tissue response and mineralization capacity of the MTA
Angelus Branco®. Methods: Twenty-four Wistar rats were divided into two
groups: normal and diabetic. The induction of diabetes was performed by
application of alloxan. Each animal received two implants polyethylene pipes
in the dorsal region, containing the test material and one empty tube as
control. Results: After 7:30 days of implantation, six animals from each
group were killed and the specimens removed and processed for histological
analysis by hematoxylin and eosin, Von Kossa and polarized light. The
evaluation criterion was 0: none or few cells and no reaction; 1: less than 25
cells and mild reaction; 2: between 25 and 125 cells and moderate reaction;
3: 125 or more cells and severe reaction. Fibrous capsule was considered
thin when <150pm thick when> 150pm. Mineralization presence was
recorded as present or absent. The control, at 07 and 30 days was observed
in both groups, normal and diabetic, a mild inflammatory response, the
absence of birefringent structures polarized light and mineralization areas.
The specimens containing the tube with MTA white submitted to 07 days in
normal and diabetic group, a mild inflammatory response with a reduction
over time. Structures birefringent polarized light and mineralization areas
were found at all times and evaluated in both groups. A mild inflammatory
response, mineralization areas and structures birefringent under polarized
light for the independent White MTA of diabetic condition on the 30th day
was found. Conclusion: The research shows that diabetes mellitus did not
influence the tissue response and cement mineralization capacity to White

MTA base.

Keywords: Diabetes Mellitus, Endodontics, Materials testing.
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IDF — Internacional Diabetes Federation
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CEUA - Comité de Etica no Uso do Animal
PVPI - Iodopovidona

GMA - glicol metacrilato

HE - Hematoxilina e eosina

VK - Von Kossa

LP — Luz polarizada



SUMARIO

1. Introdugao ----------—--—mmm o 11e12

2. Proposicao ——--—--——----mmmmm e 12

3. Materiais € Métodos ---------=---—mmmm oo
3.1 Teste de Biocompatibilidade -----------------------mmmmmmmo 13
3.2 Inducéao da diabetes ---------—--mmmmo 14 e 15
3.3 Procedimentos Cirurgicos -----------=--=-—mmmmmmmmm - 15e 16

N o o b

3.4 Processamento laboratorial e técnica histolégica para avaliacao

da resposta inflamatoria e capacidade de mineralizacao ------- 17
3.5 Critério para Analise Estatistica Quantitativa ------------------—- 18
Resultados ----------mmmmmmmmm 18 a 22
DiSCUSSA0 —------—mm oo 23 e 24
ConCluSA0 ———-mmmmm s 24
Referéncias ---------—--—mcmmmmmmmm 24 a 29

10



1. Introducao

A Diabetes Mellitus (DM) €& uma doenca sistémica metabolica
caracterizada por anormalidades endocrinas decorrentes da secrecao
deficiente de insulina pelas células beta das Ilhotas de Langerhans do
pancreas e/ou da acao deficiente deste hormonio nos tecidos alvo.!

Dados do Internacional Diabetes Federation (IDF) mostram que a
incidéncia dessa patologia vem aumentando de forma significativa. Estima-
se que para o ano de 2030 existam 552 milhoes de diabéticos em todo o
mundo, sendo 12.9 milhoes destes encontrados no Brasil.?

A hiperglicemia decorrente da DM causa efeitos moleculares e
celulares, que sao resultantes do estresse oxidativo, do aumento da resposta
pro-inflamatoéria e de alteracdes vasculares que irao predispor os individuos
a complicacoes sistémicas.3 Complicacoes estas que podem gerar disfuncoes
e faléncia em varios oOrgaos, principalmente no tecido o6sseo causando
mudancas no estado de cicatrizacao e fraturas. 14>

E comum a ocorréncia de alteracoes 6sseas em pacientes diabéticos e
estudos mostram a forte relacao entre a densidade de mineralizacdo 6ssea e
o risco de fraturas envolvendo tanto individuos portadores de diabetes tipo I
ou tipo II.6-8 As razdes que levam as mudancas no estado de cicatrizacao
ossea e suas fraturas em individuos diabéticos ainda ndo sao totalmente
conhecidas. Sabe-se que o controle da inflamacao é essencial para que
ocorra o processo de reparacao oOssea. A inflamacao sistémica induz um
aumento no fluxo de neutroéfilos para a regiao da fratura implicando em uma
estimulacao, pelos neutrofilos, da condrogénese e inibicao da osteogénese.?

Além das complicagcoes provocadas nesse processo, a inflamacao
decorrente da DM produz também alteracoes na cavidade oral.l0-12 A DM
pode alterar a prevaléncia ou o prognostico de alteracoes patologicas na
cavidade bucal, inclusive as lesoes de origem endododntica, que acarretam a
reabsorcao do osso alveolar periapical.l3

O tratamento endododntico via canal ou através de acesso cirurgico
periapical visa o restabelecimento da normalidade periapical e utiliza

materiais com propriedades biologicas satisfatorias, como o Agregado
11



Trioxido Mineral (MTA), que podem ser prejudicadas quando da presenca da
Diabetes Melittus.

O MTA é um cimento reparador que foi introduzido na década de 90
com o intuito de proporcionar o selamento de comunicacoes patolégicas ou
iatrogénicas entre o dente e sua superficie externa.l4-15 Porém, devido as
suas excelentes propriedades passou a ser utilizado também em
pulpotomias, capeamentos pulpares diretos, apicogéneses e apicificacoes.!6
O MTA ¢é um material biocompativel, radiopaco, possui atividade
antimicrobiana, apresenta boa capacidade de selamento marginal, induz
dentinogénese, cementogénese e osteogénese.17-19

Encontra-se atualmente disponivel no mercado nas cores cinza e
branca. Na literatura ainda sao escassos os trabalhos sobre suas
caracteristicas fisico-quimicas e biologicas. 20-23

Assim, considerando que a Diabetes Mellitus é uma desordem
metabolica que altera a resposta inflamatéria, alterando assim o processo de
mineralizacdo, e que uma das propriedades desses materiais € participar da
inducao da mineralizacao nos tecidos onde € aplicado, justificou-se o estudo

da resposta tecidual, da capacidade de mineralizacao em animais diabéticos.

2. Proposicao

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da Diabetes Mellitus na
resposta tecidual e na capacidade de mineralizacao do material endodontico
MTA Angelus Branco®, frente a implantes de tubos de polietileno em tecido

subcutaneo de ratos normais e ratos diabéticos.

Objetivos especificos:

Analisar e quantificar a resposta inflamatoria;

Observar por meio da Luz Polarizada e coloracao de Von Kossa a presenca de

tecido mineralizado;

12



3. Materiais e Métodos

Cimento Reparador MTA Angelus Branco®

MTA Angelus Branco® assim como o MTA Angelus Cinza® € um
cimento composto de oxidos minerais na forma de finas particulas
hidrofilicas. Apresenta na sua composicao SiO2 , K20, Al203, Na20, Fe20s,
SO3, CaO, Bi2O3 e MgO. Além de residuos insoluveis de silica cristalina,
oxido de calcio e sulfatos de potassio e soédio.

Estudos mostraram que as concentracoes Al2Oz, MgO e FeO, sao

consideravelmente menores no MTA branco do que no cinza (39).

3.1 Teste de Biocompatibilidade

Para a realizacao deste trabalho, foram utilizados 24 ratos machos
(Wistar), pesando aproximadamente 250g, sendo provenientes do biotério da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba UNESP.

Os animais foram mantidos em ambientes com temperatura entre
22°C e 24°C, com ciclo de Luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro)
e em gaiolas coletivas, contendo seis ratos por gaiola, com racdo solida
triturada e agua “ad libitum”. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo ao

Comité de Etica no Uso do Animal (CEUA) processo n° FOA-00557-2013.

13



3.2 Inducao da diabetes

Na primeira fase do experimento, metade dos animais (12 ratos)
receberam uma dose Unica de 150mg/kg de Aloxano via intraperitoneal. E
apos o 3° dia dessa injecao foi realizada a mensuracao da glicose sanguinea
para confirmacao da hiperglicemia. Foram selecionados somente os animais
que obtiverem glicemia acima de 250 mg/dl e, este dia, foi considerado o

primeiro dia da doenca Diabetes.

14



ACCU-CHEK®
Performa

3.3 Procedimentos Cirurgicos

Para a realizacao das intervencdes cirurgicas, os animais foram
inicialmente pesados e anestesiados.

Apos a anestesia dos 24 ratos (12 diabéticos e 12 nao diabéticos),
realizou-se a tricotomia da regido dorsal e a lavagem da area com a
finalidade de se evitar contaminacao do campo cirurgico pela presenca de
pélos. A anti-sepsia da area desprovida de pélos foi efetuada esfregando uma

gaze embebida em solucdo aquosa 10% de PVPI por dois minutos.

Em seguida, iniciou-se o procedimento cirurgico, fazendo uma incisao
com lamina de bisturi nimero 15, no dorso do animal, (tendo a coluna
vertebral como linha média de marcacao), onde foram criadas duas bolsas
por divulsionamento, sendo uma do lado direito e outra do lado esquerdo da
incisao.

15



Vinte e quatro tubos de polietileno estéreis foram preenchidos com o
material, manipulados segundo as recomendacoes do fabricante, sendo que
para o grupo controle, outros vinte e quatro tubos nao foram preenchidos.
Com auxilio de uma pinca reta, cada bolsa recebeu um tubo contendo o
material que foi testado ou foi colocado o tubo vazio. Assim, cada animal
recebeu dois tubos, um preenchido com o material a ser testado MTA
Angelus Branco® e um tubo vazio (controle). O tecido foi suturado com fio de
seda (4,0) nao reabsorvivel e anti-sepsia final foi realizada com PVPI 10%

novamente.

16



3.4 Processamento Laboratorial e técnica histologica para

avaliacao da resposta inflamatoéria e capacidade de mineralizacao

Os periodos de avaliacao foram 07 e 30 dias e apos cada periodo, seis
animais de cada grupo (normal e diabético) foram sacrificados por meio de
uma dose excessiva de anestésico Tiopental Soédico na dosagem de
100mg/kg de peso. Antes do sacrificio dos animais do grupo diabético foi
realizada uma nova mensuracao da glicose para comprovar que os mesmos
ainda se encontravam diabéticos. Apos o sacrificio, os tubos foram
localizados e removidos juntamente com os tecidos que envolviam e foram
fixados em solucao formalina 10%.

As amostras foram processadas e incluidas em glicol metacrilato
(GMA), cortadas seriadamente em 3pm e coradas com hematoxilina e eosina;
10pm e coradas de acordo com a técnica de Von Kossa; 10pum que
permaneceram sem coloracao para analise sob luz polarizada.

A analise histomorfolégica qualitativa do processo inflamatorio
consistiu na descricaio dos fenomenos inflamatorios observados
microscopicamente nos cortes teciduais representativos de cada grupo e
tempos pos-operatorios.

A analise quantitativa foi realizada por meio da atribuicao de escores,
graduando a importancia dos fendmenos microscopicos observados
separadamente. Foram determinadas as condicoes microscopicas das
estruturas examinadas, em itens distintos, e avaliadas sob a forma de
escores de 0 a 3, para resposta inflamatoéria. Capsula fibrosa foi considerada
fina quando < 150um e espessa quando > 150um. Necrose e formacao de

calcificacao foram registradas como presente ou ausente.

17



3.5 Critério Para Analise Estatistica Quantitativa

A) Infiltrado Inflamatério: 0: Nenhuma: nenhuma ou poucas células;
1: Leve: inferior a 25 células;
2: Moderado: entre 25 e 125 células;
3: Severo: superior a 125 células.
B) Capsula Fibrosa: Fina- até 150um
Espessa- maior que 150um
C) Mineralizacao: Presente

Ausente

4. Resultados

Controle (tubos vazios)

Aos 07 e 30 dias, foi observado um infiltrado celular inflamatoério leve
consistindo de linfocitos e macrofagos presentes na capsula fibrosa fina em
ambos os grupos diabético e nao diabético. O controle nao foi positivo para

Von Kossa e granulacgoes birrefringentes a luz polarizada foram ausentes.

MTA Angelus Branco®

No 7° dia, uma resposta inflamatéria moderada com presenca de
capsula fibrosa espessa em ambos os grupos diabético e nao diabético foi
encontrada. Presenca de granulacoes birrefringentes a luz polarizada e
coloracao de Von Kossa positivo também foram encontrados em ambos os
grupos.

No 30° dia, foi observada uma resposta inflamatéria leve com a
presenca de capsula fibrosa fina em ambos os grupos diabético e nao
diabético. Presenca de granulacoes birrefringentes a luz polarizada e

coloracao de Von Kossa positivo.

18



Grupo Normal — 7 dias

Conftrole

Figura 1: Resposta inflamatoria encontrada no grupo nao diabético aos 07 dias.
Controle: (A) Presenca de capsula Fibrosa fina com resposta inflamatéria leve
consistindo de macrofagos e linfocitos (hematoxilina e eosina, 10X); (B) mineralizacao
ausente (Von Kossa, 10X); (C) auséncia de estruturas birrefringentes a luz polarizada
(Luz Polarizada, 10X). MTA Branco: (D) Presenca de capsula Fibrosa espessa com
resposta inflamatoria moderada (hematoxilina e eosina, 10X); (E) mineralizacao
presente (Von Kossa, 10X); (F) presenca de estruturas birrefringentes a luz polarizada
(Luz Polarizada, 10X).

19



Grupo Diabético - 7 dias

Controle

\

MTA Branco

Figura 2: Resposta inflamatoria encontrada no grupo diabético aos 07
dias. Controle: (A) Presenca de capsula Fibrosa fina com resposta
inflamatoria leve consistindo de macrofagos e linfocitos (hematoxilina e
eosina, 10X); (B) mineralizacao ausente (Von Kossa, 10X); (C) auséncia de
estruturas birrefringentes a luz polarizada (Luz Polarizada, 10X). MTA
Branco: (D) Presenca de capsula Fibrosa espessa com resposta inflamatoéria
moderada (hematoxilina e eosina, 10X); (E) mineralizacao presente (Von
Kossa, 10X); (F) presenca de estruturas birrefringentes a luz polarizada (Luz

Polarizada, 10X).

20



Grupo Normal — 30 dias

Conftrole

Figura 3: Resposta inflamatoria encontrada no grupo nao diabético
aos 30 dias. Controle: (A) Presenca de capsula fibrosa fina com resposta
inflamatoria leve consistindo de macrofagos e linfocitos (hematoxilina e
eosina, 10X); (B) mineralizacao ausente (Von Kossa, 10X); (C) auséncia de
estruturas birrefringentes a luz polarizada (Luz Polarizada, 10X); MTA
Branco: (D) Presenca de capsula fibrosa fina com resposta inflamatoria leve
consistindo de macrofagos e linfocitos (hematoxilina e eosina, 10X); (E)
mineralizacao presente (Von Kossa, 10X); (F) presenca de estruturas

birrefringentes a luz polarizada (Luz Polarizada, 10X).
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Grupo Diabético — 30 dias

Conftrole

Figura 4: Resposta inflamatoria encontrada no grupo diabético aos 30
dias. Controle: (A) Presenca de capsula fibrosa fina com resposta
inflamatoria leve consistindo de macrofagos e linfocitos (hematoxilina e
eosina, 10X); (B) mineralizacao ausente (Von Kossa, 10X); (C) auséncia de
estruturas birrefringentes a luz polarizada (Luz Polarizada, 10X). MTA
Branco: (D) Presenca de capsula fibrosa fina com resposta inflamatoria leve
consistindo de macrofagos e linfocitos (hematoxilina e eosina, 10X); (E)
mineralizacdo presente (Von Kossa, 10X); (F) presenca de estruturas

birrefringentes a luz polarizada (Luz Polarizada, 10X).
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5.Discussao

Nesse estudo foram utilizados 24 ratos Wistar com idade aproximada
de 30 dias, massa corporal semelhante (em torno de 250g) e em estado
normoglicémico. O modelo animal, particularmente o rato, € comumente
utilizado em pesquisas por possibilitar a padronizacao dos espécimes e ser
representativo para a correlacao com estudos em humanos.24

A DM foi induzida pela administracao de AloxanoZ25, droga que exerce
acao citotoxica direta sobre o pancreas, eliminando a producao de insulina e
causando hiperglicemia severa no animal?6. O elevado estado glicémico esta
associado com altos niveis de marcadores inflamatorios2?, o que contribui
para complicacoes orais, tais como as infeccoes endodonticas28-30. DM pode
também comprometer o processo de cicatrizacao dos tecidos periapicais3!.

Cimentos a base de MTA sao materiais endodonticos com propriedades
quimicas que favorecem o processo de cicatrizacao2332. O oxido de calcio
presente no material reage com os fluidos do tecido para formar hidroxido de
calcio, que em contato com a agua dissociam em ions calcio e ions
hidroxila. A difusdao de ions hidroxila aumenta o pH na superficie da raiz
adjacente aos tecidos periodontais, possivelmente interferindo com a
atividade osteoclastica, e a alcalinizacao favorece o processo de cura.

Os ions calcio reagem com o gas carbonico presente no tecido de modo
a formar cristais de carbonato de calcio (estruturas birrefringentes a luz
polarizada), que servem como um nucleo para a calcificacdo, estimulando a
deposicao de tecido mineralizado33.

Tais atividades biologicas podem explicar a presenca de areas positivas
para Von Kossa e estruturas birrefringentes a luz polarizada, que foram os
tipos de analises feitas na pesquisa.

Varios estudos tém demonstrado a biocompatibilidade do MTA, sua
atividade antimicrobiana, capacidade osteocondutora e de promover a
formacao de tecido duro. Além de aumentar os niveis de fosfatase alcalina,
osteopontina e osteocalcina e estimular a liberacdo do ion calcio.!7,18,34-45

Este estudo foi realizado durante um periodo de 30 dias, pois € o

tempo suficiente para proliferacao da resposta inflamatoria e inducao da
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mineralizacao no tecido periapical. No entanto, estes efeitos também podem
ser observados durante maiores periodos experimentais (por exemplo, 60 ou
90 dias).

Em nosso estudo, a hiperglicemia causada pela doenca DM nao
influenciou a resposta inflamatoria e a capacidade de mineralizacao desses
cimentos. Nao houve correlacdo direta entre a formacao de tecido
mineralizado e infiltracao de células inflamatorias. Embora o estado
inflamatério produz um ambiente desfavoravel para a angiogénese,
proliferacao celular e cicatrizacao de feridas.*°Nossos resultados discordam,
uma vez que nao foi observada alteracao na resposta inflamatéria de forma
independente com a condicao diabética.46-47

A reacado inflamatoria ao MTA Branco, no presente estudo, estava
semelhante ao observado no grupo controle, mas todos os marcadores de
mineralizacdo, tais como areas positivas para Von Kossa areas positivas e
estruturas birrefringentes a luz polarizada, foram superiores em torno dos
tubos com MTA.45

Estes resultados foram semelhantes a outros mencionados em estudos

anteriores.46-47

6.Conclusao

Os resultados desse estudo sugerem, com base nas metodologias
empregadas, que a resposta encontrada no tecido subcutaneo de ratos
diabéticos e nao diabéticos foi semelhante. De forma que, a diabetes
mellitus nao interferiu na resposta inflamatoria e na capacidade de

mineralizacdo do MTA Angelus Branco.
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