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A revolta de Atlas (1957)
Volume lll, capitulo 7 — “Quem esta falando € John Galt”, p. 394 (Sextante, 2010)

“Em nome do que hd de melhor em vocés, nao
sacrifiguem este mundo dqueles que sdo o que hd de
pior nele. Em nome dos valores que os mantém vivos,
ndo deixem que sua visio do homem seja distorcida
pelo que hd de feio, covarde, irracional naqueles que
jamais chegaram a merecer o titulo de homens. Nio
esque¢am que o que caracteriza o homem é a postura
ereta, a mente intransigente, a capacidade de
percorrer estradas infinitas. Ndo deixem que se apaque
o seu fogo insubstituivel, fagulha por faqulha, nos
pantanos do desespero do ‘mais ou menos’, do ‘nio é
bem isso’, do ‘ainda ndo’, do ‘de jeito nenhum’. Naio
deixem morrer o herdi que vive em suas almas,
solitdrio e frustrado por nunca ter consequido atingir a
vida merecida. Examinem sua estrada e a natureza da
sua luta. O mundo que vocés desejavam pode ser

conquistado: ele existe, é real, é possivel, é seu.”

Ayn Rand, 1905-1982

(Nascida Alisa Zinov'yevna Rosenbaum)
Fildsofa russa naturalizada norte-americana



Fonseca TS. Resposta tecidual induzida por Biodentine™ e MTA Branco em
subcutaneo de ratos [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2014.

Resumo

Biodentine™ & um biomaterial & base de silicato de célcio produzido, segundo o fabricante,
com o intuito de apresentar propriedades fisico-quimicas e biolégicas superiores ao MTA.
Nosso objetivo foi avaliar a resposta tecidual promovida por Biodentine™ (BDT) e MTA
Angelus Branco em subcuténeo de ratos. Foram utilizados ratos adultos distribuidos em 3
grupos (n=20/grupo), segundo o material preenchendo os tubos de polietileno implantados
no subcutaneo: BDT, MTA e GC (controle, tubos vazios). Apés 7, 15, 30 e 60 dias, os
implantes e os tecidos adjacentes foram processados para parafina. Cortes longitudinais das
capsulas adjacentes aos implantes foram corados com H&E, tricrbmico de Masson,
Picrosirius e submetidos ao Alcian Blue (AB) e reagdes imuno-histoquimicas para IL-6 e
FGF-1. Obteve-se a densidade numérica de células inflamatérias (Cl), de células
imunomarcadas para IL-6 e FGF-1 e de mastdcitos AB-positivos, além da porcentagem de
colageno birrefringente. Os dados foram submetidos a ANOVA e teste Tukey (p<0,05). O
numero de Cl e de células imunomarcadas para IL-6 e FGF-1 foi significantemente maior
aos 7 dias em todos os grupos. Diferengas significantes no nimero de células IL-6-positivas
nao foram observadas entre BDT e MTA aos 30 e 60 dias; aos 60 dias, diferencas
significantes no numero de Cl também n&o foram detectadas. O numero de células FGF-1-
positivas foi significantemente maior no grupo BDT em comparagdo ao grupo MTA, em
todos os periodos. A densidade numérica de mastécitos e a porcentagem de colageno
aumentaram significantemente ao longo do tempo. Aos 60 dias, 0 numero de mastocitos e o
conteudo de colageno foram significantemente maiores nos grupos BDT e MTA,
respectivamente. A redugdo significante do processo inflamatério, concomitante a redugao
na imunoexpressao para |L-6, indica que ambos os materiais sdo biocompativeis. A
acentuada imunoexpressédo de FGF-1 aos 7 dias sugere que este fator deve ser
responsavel, pelo menos em parte, pela proliferagéo de fibroblastos e, consequentemente,
estimula a formagdo de colageno nas capsulas. Os mastdcitos devem ter um papel
importante na remodelagdo das capsulas, pois uma forte correlagédo foi detectada entre o

aumento significante de mastdcitos e de colageno.

Palavras-chave: Endodontia, Materiais biocompativeis, Teste de materiais, Imuno-
histoquimica, Interleucina-6, Fator 1 de crescimento de fibroblastos, Mastécitos, Colageno



Fonseca TS. Tissue reaction induced by Biodentine™ and White MTA in rat
subcutaneous [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2014.

Abstract

Biodentine™ is a new calcium silicate-based biomaterial which presents improved
physicochemical and biological properties compared to MTA. The aim of this study was to
evaluate the tissue reaction promoted by Biodentine™ (BDT) and MTA Angelus White in rat
subcutaneous. Adult rats were distributed into 3 groups (n=20/group) according to the
implanted materials: BDT, MTA or CG (Control group; empty tubes). After 7, 15, 30 and 60
days, the implants and adjacent tissues were fixed and embedded in paraffin. Longitudinal
sections of the capsule adjacent to implants were stained with H&E, Masson’s trichrome,
Picrosirius and submitted to Alcian Blue (AB). Immunohistochemical reactions for IL-6 and
FGF-1 were also performed. The number of inflammatory cells (IC), IL-6 and FGF-1
immunolabeled cells, AB-positive mast cells as well as birefringent collagen percentage were
obtained. Data were statistically analyzed by ANOVA and Tukey test (p<0.05). The number
of IC and IL-6 and FGF-1 immunolabeled cells were significantly high at 7 days in all groups.
At 30 and 60 days, significant differences in the number of IL-6-positive cells were not
detected between BDT and MTA. At 60 days, statistical difference in the IC number was not
observed between BDT and MTA groups. In all periods, the number of FGF-1-positive cells
was significant higher in BDT group in comparison to MTA. The numerical density of mast
cells and collagen percentage increased over time. At 60 days, mast cells number and
collagen content were significantly high in BDT and MTA groups, respectively. A significant
reduction of inflammatory process and IL-6 immunoexpression indicates that both materials
are biocompatible. Intense FGF-1 immunoexpression at 7 days suggests that this factor may
be responsible, at least in part, for fibroblast proliferation and subsequent collagen formation
in the capsules. Since a strong correlation between mast cells number and collagen density
was detected, it is conceivable to suggest that mast cells play a pivotal role in the capsules

remodeling.

Keywords: Endodontics, Biocompatible materials, Materials testing, Immunohistochemistry,
Interleukin-6, Fibroblast growth factor 1, Mast cells, Collagen
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Cimentos reparadores a base de silicato de calcio tém sido considerados de
escolha tanto para o selamento de defeitos de dentina e de comunicagdes entre a
cavidade pulpar e a superficie externa do dente quanto para retrobturacdo em
cirurgias parendoddnticas*'. Um exemplo deste grupo de materiais € o Mineral
Trioxido Agregado (MTA, do inglés Mineral Trioxide Aggregate), pioneiramente
proposto para o selamento de perfuragdes radiculares laterais™’.

O MTA Angelus Branco (Angelus Industria de Produtos Odontolégicos Ltda.,
Londrina, PR, Brasil) € um p6 branco constituido de particulas hidrofilas, composto
por silicato tricalcico, silicato dicalcico, aluminato tricalcico, 6xido de calcio, didxido
de silicio, 6xido de aluminio e éxido de bismuto®'". Quimicamente, é semelhante ao
cimento Portland, exceto pela adicdo de 6xido de bismuto como radiopacificador®. O
MTA é, atualmente, o material mais indicado para diferentes situacdes clinicas,
como protecdes pulpares indiretas e diretas, selamento de comunicacdes entre a
cavidade pulpar e os tecidos periodontais tais como perfuragdes radiculares e de
furca, reabsorcbes internas e externas, apicificacdo e para retrobturacdo em

cirurgias  parendodonticas®*',  pois apresenta adequadas  propriedades

24.44.4851.5561 haixa citotoxicidade®® e boas propriedades fisicas, quimicas e

bioldgicas
mecanicas®®.

As boas propriedades do MTA tém estimulado estudos com formulagdes
experimentais na tentativa de tornar possivel que este material seja utilizado
também como um cimento obturador de canais radiculares. Assim, modificacbes em
seus componentes tém proporcionado maior fluidez e, consequentemente, facilidade
em sua insercao nos canais radiculares, o que poderia possibilitar o uso deste

material como cimento endodéntico obturador*®*.
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Quando o MTA é hidratado, as particulas de silicato de calcio convertem-se
em um gel coloidal que se cristaliza, resultando na favoravel ac&o seladora do
material®>®'%44 O calcio excedente da hidrélise do silicato de calcio precipita-se na
forma de hidréxido de calcio, o que justifica o pH alcalino do MTA, de
aproximadamente 8,6 apos 24h, 8,1 apds 7 dias e 7,8 apos 28 dias®. Granulacdes
birrefringentes sob luz polarizada ficam dispersas pelo tecido quando este material é
implantado no subcutaneo de ratos?; tem sido sugerido que estas granulagdes
possam representar cristais de apatita, formados a partir da reacdo do calcio
derivado do hidréxido de calcio com o gas carbdnico e os ions fosfato do tecido™.
Assim, a bioatividade do MTA ¢ atribuida a formagao de cristais de apatita quando
em contato com solugdes fisioldgicas contendo fosfato?*2"44.

Adicionalmente, o MTA promove recrutamento de leucécitos a partir dos
vasos sanguineos, induzindo inicialmente um processo inflamatorio nos tecidos

adjacentes*®°161:62

, estimulando também a producdo de citocinas moduladoras da
inflamac&o®®. Citocinas*® sdo moléculas produzidas por diferentes tipos celulares,
envolvidas na regulagdo dos processos de proliferacdo e diferenciagao celular e
incluem interleucinas, interferons, fatores estimuladores de colénia (CSF) e alguns
fatores de crescimento. Com o decorrer do tempo, ocorre uma redugéo gradativa no
nimero de células inflamatérias em resposta ao MTA®®'  sugerindo a
compatibilidade biolégica deste material.

Dentre as interleucinas, a interleucina-6 (IL-6) € uma importante reguladora da
inflamagdo e tem seus niveis aumentados nos processos inflamatdrios.
Inicialmente, induz o recrutamento de neutrdfilos e, em seguida, atua na transicao da

inflamagdo aguda para a inflamagdo cronica, modulando a apoptose dos

polimorfonucleares, recrutando mondcitos e estimulando sua diferenciagdo em
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macrofagos. Também exerce papel na diferenciagdo de linfécitos B e T, a partir da
apresentacao de antigeno, além de atuar na regulagdo do metabolismo 6sseo e em
algumas funcdes neurais*®.

Um dos principais grupos de fatores de crescimento € a familia dos fatores de
crescimento de fibroblastos (FGF). Trata-se de um conjunto de 22 genes com
sequéncias relacionadas entre si de polipeptideos e distribuidos em sete proteinas
com potencial mitogénico para uma ampla variedade de células®**®%°. Os tipos
majoritariamente estudados sdo o FGF-1 (FGF acido) e o FGF-2 (FGF basico).
Ambos promovem angiogénese a partir de interagdes de alta afinidade com
receptores de tirosina-quinase e baixa afinidade com elevados niveis de
proteoglicanos com heparan-sulfato sobre a superficie celular®®. O FGF-1 possui as
atividades biologicas de angiogénese, cicatrizagdo de feridas, reparo de fraturas
Osseas, neuroprotecdo e, quando em niveis exacerbados, oncogéneseGs. Além
disso, o FGF-1 esta associado a areas de inflamacao crénica, devido ao estimulo a
proliferagao celular’?*?,

E possivel que o MTA interfira na homeostase tecidual, inibindo ou induzindo
a secregao de citocinas tais como IL-6 e FGF-1 pelas células de tecido conjuntivo
justaposto ao material quando em contato com tecidos. Consequentemente, estas
podem ser possiveis vias moleculares envolvidas na resposta biolégica a este
material, tanto na reacao inflamatéria quanto no processo de reparo.

Apesar das vantagens, o MTA apresenta tempo de presa longo? e é de dificil
manuseio por possuir consisténcia arenosa, a qual dificulta a insercdo e a
condensagao no local indicado*'; pode, ainda, alterar a cor da coroa dentaria®®. Além
disso, o radiopacificador utilizado neste material, o 6xido de bismuto, pode ocasionar

uma reducéo da resisténcia & compressdo e aumento da porosidade do material'?;
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também ja foi reportado que o 6xido de bismuto inibe a proliferagao celular'®. Deste
modo, para substituir o 6xido de bismuto, outros radiopacificadores tém sido
estudados, como o 6xido de zirconio 423345061,

Na tentativa de contornar os problemas do MTA e, ao mesmo tempo, usufruir
de suas boas propriedades, novos materiais a base de silicato de calcio tém sido
propostos, como o Biodentine™ (Septodont® Inc., Saint Maur des Fossés, Franca).

Trata-se de um substituto dentinario bioativo'>?%3"4°

com propriedades mecanicas
semelhantes a dentina*® e que pode ser utilizado tanto na coroa quanto na raiz, com
indicacdes semelhantes as do MTA?2"%.2°  Apresenta-se comercialmente na forma
po-liquido. Seu pd € composto por silicato tricalcico, silicato dicalcico, 6xido de
calcio, 6xido de ferro, carbonato de calcio e, como radiopacificador, 6xido de
zirconio, enquanto o liquido € composto por agua, cloreto de calcio e policarboxilato,
um agente redutor de 4gua com efeito surfactante®'"?.

O Biodentine™ possui indicagdes tanto na dentistica quanto na endodontia,
ou seja, pode ser utilizado para restauragdes temporarias em esmalte e definitivas

7

em dentina®?%°, forramento de cavidades profundas’?’, restauragdes cervicais e

radiculares’*’, capeamento pulpar direto e pulpotomia®®®, selamento de
perfuragdes radiculares e de furca'®, reparo de reabsorcdes internas perfurantes e
externas, apicificacdo e obturagdo retrégrada em cirurgias parendoddnticas'’. O
principal constituinte do Biodentine™ ¢é o silicato tricalcico, manufaturado pelo
proprio fabricante de acordo com a tecnologia de silicato bioativo (Active Biosilicate
Technology™, no original em inglés), o que garante a alta pureza do material®'®. O

policarboxilato € um polimero hidrossoluvel surfactante o qual reduz a quantidade de

agua necessaria bem como possibilita uma mistura mais homogénea. Por sua vez, o



Introdugdo | 23

carbonato de calcio adicionado ao pé aumenta a disponibilidade de calcio do
material®.

A biocompatibilidade é a habilidade de um biomaterial exercer suas fungdes
de acordo com a terapia proposta para sua utilizagdo sem gerar efeitos danosos aos
tecidos hospedeiros e, ao mesmo tempo, estimular uma resposta celular e tecidual
que induza a restituicdo estrutural e funcional dos tecidos ou a sua reparagdo®
sendo, portanto, considerada um dos requisitos basicos na avaliacdo de um material

endodontico®?.

Um biomaterial a ser aplicado em situagcbdes clinicas ndo deve
apenas ser inofensivo para o organismo, mas deve induzir uma resposta que seja
favoravel a situacdo clinica para a qual foi planejado®. Materiais biologicamente
incompativeis podem gerar injurias quimicas aos tecidos, levando a redugdo do
potencial de reparo destas areas além de intensificar o processo inflamatério ja
instalado, como em lesbes periapicais, prejudicando os indices de sucesso do
tratamento'®?'.

Ha trés niveis de testes para a avaliagcdo de compatibilidade bioldgica de
materiais dentarios: os testes primarios, como o teste de citotoxicidade, onde o
material é avaliado in vitro; os testes secundarios, como implantacdo éssea ou em
subcutédneo, onde a resposta bioldgica local € verificada in vivo, em modelos
animais; e os testes de aplicagao clinica, onde sao utilizados modelos animais para
aplicagdo dos materiais de acordo com as recomendagdes de emprego clinico®’.

A analise de implantes em subcutdneo de animais pequenos é considerada

7

um teste secundario de avaliagdo biologica®®’. Este método de avaliacdo foi

inicialmente padronizado por Torneck®®®’

, 0 qual relatou a formacédo de tecido
conjuntivo denso com discreto ou nulo infiltrado inflamatério adjacente aos tubos de

polietileno esterilizados implantados em subcutaneo de ratos, apés longo periodo de
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avaliacao, de 60 dias. Os tubos de polietileno podem ser preenchidos com pastas ou
cimentos endoddnticos e inseridos no subcutaneo dorsal de ratos. Olsson et al.*
(1981), utilizando tubos de teflon, reiterou a aplicabilidade deste método,
confirmando que é possivel avaliar a resposta tecidual ao material em diversos
periodos apds os implantes, possibilitando a obtengdo de um resultado tanto
numeérico quanto descritivo. O MTA tem sido extensamente avaliado em subcutaneo

de ra1:0348,55,61,62

, confirmando sua boa resposta biologica, enquanto que o
Biodentine™ ainda n&o possui dados na literatura alusivos a este teste.

Relativamente as poucas avaliacbes in vivo disponiveis na literatura,
Biodentine™ exibe bons resultados, comparaveis ao MTA. Tran et al.>® (2012)
verificaram que Biodentine™ e MTA Branco induzem proliferagdo celular, com
escassas células inflamatodrias proximas aos materiais nos periodos iniciais, apos
capeamento pulpar em ratos; além disso, houve imunopositividade para
sialoproteina dentinaria e osteopontina, reforcando o potencial de inducdo de
mineralizagdo por ambos os materiais. Nowicka et al.*® (2013) n3o encontraram
evidéncia de inflamagdo, abscesso ou necrose na regidao subjacente a ponte de
dentina formada em resposta ao capeamento pulpar com Biodentine™ e MTA
Branco em humanos. Shayegan et al.*® (2012) realizaram tanto pulpotomia quanto
capeamento pulpar em dentes deciduos suinos, verificando que Biodentine™ e MTA
Branco induzem inicialmente o recrutamento de infiltrado inflamatério, com redugao
significante no decorrer do tempo, e também estimulam a formacdo de tecido
mineralizado.

Quando aplicados para o selamento de perfuragdes radiculares ou de furca

ou em retrobturagdes, os cimentos a base de silicato de calcio permanecem em

contato com o tecido conjuntivo do ligamento periodontal por periodo indeterminado,
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ou seja, enquanto o dente permanecer em fungdo. Para compreender os
mecanismos que regem o processo de biocompatibilidade, € necessario analisar as
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas da interface de contato entre o
biomaterial implantado e o organismo e/ou tecido hospedeiro, para determinar quais
as possiveis consequéncias desta interagdo em longo prazo®.

Os cimentos a base de silicato de calcio podem ser empregados

rotineiramente para selar perfuracdes radiculares e de furca®>%

, as quais podem ser
originadas por caries profundas, reabsor¢ées ou como dano iatrogénico. Sem o
tratamento adequado, podem levar & perda do dente®**3. Quando ocorre perfuracéo
do assoalho da camara pulpar atingindo o processo alveolar, o ligamento periodontal
e o tecido 6sseo sdo destruidos em intensidade variada, dependendo da extensao
da comunicacdo e, como consequéncia, estabelece-se um processo inflamatério’. O
tecido inflamatério pode invaginar para o interior do dente por meio da trajetoria da
perfuragdo formando um pdlipo, com pediculo aderido ao ligamento periodontal®*"3,
O nédo tratamento dessa perfuracdo permite a contaminacdo via meio bucal,
determinando a progressao do processo inflamatdrio que, por sua vez, leva a uma
maior destruigdo do osso alveolar'#3347:33,

Nao ha, atualmente, um material que apresente todas as caracteristicas
desejadas para o tratamento das comunicagdes entre a cavidade pulpar e o
periodonto adjacente. Assim, busca-se um biomaterial que promova um ambiente
favoravel ao processo de reparo, tanto do tecido conjuntivo como do tecido ésseo,
modulando a evolugado da resposta inflamatéria e, de preferéncia, estimulando a
liberagao de fatores de crescimento e, consequentemente, favorecendo a reparagao

dos tecidos. Deste modo, Biodentine™ foi lancado comercialmente como uma

possivel alternativa ao MTA, por apresentar consisténcia mais adequada para
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insercdo em cavidades e menor tempo de presa, favorecendo um uso clinico mais
simplificado, devido a sua consisténcia diferente do aspecto arenoso tipico do MTA.
Embora se afirme que o Biodentine™ é um substituto dentinario bioativo, portanto
esperando-se que se trate de um material biocompativel, pouco se sabe ainda sobre
a reacgao tecidual promovida por este material e os possiveis eventos celulares e

moleculares que modulam esta resposta.
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O objetivo do presente estudo foi avaliar a reagao tecidual provocada por
Biodentine™ e MTA Angelus Branco em subcutaneo de ratos. Os objetivos

especificos foram subdivididos em dois capitulos.

Capitulo 1
O objetivo do presente estudo foi avaliar a biocompatibilidade do Biodentine™

em subcutaneo de ratos. Os objetivos especificos foram:

o Avaliar morfoldgica e quantitativamente o processo inflamatério induzido por
Biodentine™ e comparar com o MTA;

o  Analisar a imunoexpressao para interleucina-6 (IL-6), uma citocina pro-
inflamatadria, nas capsulas adjacentes ao Biodentine™ e comparar ao MTA;

o Investigar uma possivel correlagéo entre o numero de células inflamatérias e

de células imunopositivas para IL-6.

Capitulo 2

O objetivo do presente estudo foi investigar possiveis mecanismos envolvidos
no processo de substituicdo da reacgao inflamatdria por tecido conjuntivo denso das
capsulas formadas em resposta a implantes de Biodentine™ e MTA Angelus Branco

em subcutaneo de ratos. Assim, nosso propaosito foi investigar:

o  Se o fator 1 de crescimento de fibroblastos (FGF-1) participa do processo de
remodelacao das capsulas;

o Uma possivel participacdo dos mastécitos no processo de remodelagao das
capsulas, ao longo do tempo;

o Se as capsulas formadas em resposta aos implantes contendo Biodentine™ e
MTA diferem no que se refere ao conteudo de colageno;

o Se ha correlagéo entre o FGF-1 e a formacao de colageno bem como entre o

numero de mastécitos e a quantidade de colageno nas capsulas.
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3 Capitulo T

Inflammatory response and IL-6

. . . . T™
immunoexpression after Biodentine
and MTA Angelus implantation

in rat subcutaneous

" Diretrizes do periddico “Journal of Endodontics”
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3.1 Abstract

Introduction: Biodentine™ (BDT) is a new tricalcium silicate-based biomaterial
which presents similar indications to MTA. The aim of this study was to evaluate
inflammatory process induced by Biodentine™ and MTA in rat subcutaneous.
Methods: In sixty rats, a polyethylene tube filled with BDT or MTA was placed in the
dorsal subcutaneous; in the control group (CG), empty tubes were implanted. After 7,
15, 30 and 60 days, the polyethylene tubes surrounded by connective tissue were
fixed and embedded in paraffin. The number of inflammatory cells (IC) was estimated
in HE-stained sections; numerical density of immunolabeled cells for interleukin-6 (IL-
6) was also performed. The differences among the groups were subjected to Tukey
test (p<0.05). Results: The highest number of IC and IL-6-positive cells was
observed at 7 days, in all groups; a gradual and significant reduction was seen in
these parameters over time. In initial periods, a significant increase in the IC and IL-6
immunolabeled cells was observed in the capsules of the BDT group. At 60 days,
statistical differences in the number of IC and IL-6-positive were not found between
BDT and MTA groups. Moreover, the capsules exhibited several fibroblasts and
bundles of collagen fibers. Conclusions: The significant reduction in the number of
inflammatory cells and in the immunoexpression for IL-6 indicates that Biodentine™,

in rat subcutaneous, is a biocompatible material.

Key Words: Biodentine™, MTA Angelus, biocompatibility, histology, interleukin-6,

immunohistochemistry
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3.2 Introduction

Calcium silicate-based cements, such as mineral trioxide aggregate (MTA),
are usually indicated to seal communications between pulp chamber and
periodontium, including furcal and lateral root perforations, as well as root-end filling.
Although MTA presents suitable physicochemical and biological properties (1-4), it
has been reported that this material is difficult to handling (5) and to insert into
cavities, and shows high setting time (6). Furthermore, the addition of bismuth oxide
(Bi2O3) in MTA as radiopacifier agent, decreases mechanical stability (7), increases
porosity (5) and inhibits cell growth due to its surface roughness and chemical nature
(8). Thus, it has suggested some changes in the calcium silicate-based cements in
the attempt to improve their physicochemical and biological properties (9).

Biodentine™ (Septodont® Inc., Saint Maur des Fossés, France) is a calcium
silicate-based biomaterial considered as a bioactive dentine substitute (10, 11). Thus,
Biodentine™ is indicated for coronal and radicular restorations (11, 12), pulp capping
and pulpotomy (13-15), root repair and root-end filling (16). Commercially,
Biodentine™ was launched in the market as a material with improved
physicochemical and biological properties in comparison to MTA. Therefore, there
are some differences in its composition. Its powder contains zirconium oxide (ZrO,)
as radiopacifying agent, which exhibits better biological response than Bi,O3 (9). The
aqueous solution contains calcium chloride (CaCl,) to reduce setting time (17), and
polycarboxylate, a hydrosoluble polymer with a surfactant effect which maintains a
balance between consistency of the mixture and low water content (18, 19).

Considering that root-end filling and root repair materials maintain a close
relationship with periapical tissues, several molecules are produced and released by

host cells (20). Among these molecules, interleukin-6 (IL-6) has an important role in
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the complex cascade of events that orchestrate the inflammatory processes (21). IL-
6 controls recruitment of neutrophils as well as induces B and T lymphocytes
differentiation (21). IL-6 levels are increased in inflamed pulp tissue and in periapical
lesions (22). As calcium silicate-based materials usually induce an inflammatory
reaction due to release of hydroxyl (OH’) and calcium (Ca?*) ions, we evaluated the
tissue reaction promoted by Biodentine™ and White MTA (Angelus) in rat
subcutaneous. For this purpose, the quantitative analyses of inflammatory cells (IC)
and IL-6 immunolabeled cells were performed in the capsules adjacent to both

materials.

3.3 Materials and methods

3.3.1 Experimental procedures

The research protocol of this study was approved by the Ethical Committee for
Animal Research of the Sao Paulo State University, Brazil (CEUA n°. 15/2012 —
Araraquara Dental School — UNESP'). Sixty male Holtzman rats (Rattus novergicus
albinus) weighing 220+10 g were used. The animals were maintained in individual
stainless steel cages under 12h light/12h dark cycle at controlled temperature
(23£2°C) and humidity (55+10%), with water and food provided ad libitum.

The rats were distributed into three groups containing 20 animals each
according the evaluated material: BDT (BiodentineTM; Septodont® Inc., Saint Maur
des Fossés, France), MTA (White Mineral Trioxide Aggregate; Angelus Industria de
Produtos Odontolégicos Ltda., Londrina, PR, Brazil) and CG (control group, empty

polyethylene tubes). After mixing the materials according to manufacturer’s

" Annex
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recommendations, 60 polyethylene tubes (Embramed Ind. Com., Sdo Paulo, SP,
Brazil) with 10.0 mm length and 1.6 mm diameter, previously sterilized with ethylene
oxide, were filled with BDT or MTA or left empty, and immediately implanted into the
dorsal subcutaneous.

The animals were anesthetized with an intraperitoneal injection of 10%
ketamine hydrochloride (80 mg/kg of body weight) combined with 2% xylazine
hydrochloride (4 mg/kg of body weight). The dorsal skin was shaved and disinfected
with 5% iodine solution. Thereafter, a 2 cm-long incision was performed using a
scalpel (Fibra Cirurgica, Joinville, SC, Brazil) and one polyethylene tube was placed
into the subcutaneous pocket. After 7, 15, 30 and 60 days of implantation, the tubes
surrounded by connective tissue were excised and the specimens were processed

for paraffin embedding and analyzed under light microscope.

3.3.2 Histological procedures

The specimens were fixed for 48 hours at room temperature in 4%
formaldehyde (prepared from paraformaldehyde) buffered at pH 7.2 with 0.1 M
sodium phosphate. Then, the specimens were dehydrated and embedded in paraffin.
Longitudinal sections, 6-um thick, were stained with hematoxylin and eosin (HE) for
morphological and morphometrical analysis. Some sections were adhered to
silanized slides (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA) for immunohistochemical

detection of IL-6.
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3.3.3 Numerical density of inflammatory cells

The number of IC was undertaken using a camera (DP-71, Olympus, Tokyo,
Japan) attached to a light microscope (BX-51, Olympus, Tokyo, Japan) and an image
analysis system (Image Pro-Express 6.0, Olympus, Tokyo, Japan) as previous
described (2, 3, 9). The quantitative analysis was performed in all animals of each
group and periods evaluated. In each animal, three HE-stained sections of the
capsule adjacent to tube opening were captured at intervals of at least 100 um. In
each section, a standardized field of 0.09 mm? of the capsule in close juxtaposition to
the opening of implanted tube was analyzed, totaling 0.27 mm? per implant. In each
field, the IC (neutrophils, lymphocytes, plasma cells and macrophages) were
computed using the image analysis system. Thus, in each implant the total number of
IC counted was divided by 0.27 mm? and therefore the number of IC/mm? was

obtained.

3.3.4 IL-6 immunohistochemistry

For the IL-6 reaction, a goat antibody anti-IL-6 (Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, CA, USA) was used. For antigen retrieval, deparaffinized sections
adhered to silanized slides were immersed in 0.001 M sodium citrate buffer pH 6.0
and maintained at 90-94°C for 10 min in a microwave oven. After a cooling-off period,
the endogenous peroxidase was blocked with 5% hydrogen peroxide for 20 min.
After washings in 0.05M Tris-HCI buffer pH 7.4, the sections were incubated with 2%
bovine serum albumin (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, USA) for 20 min.
Subsequently, the sections were incubated overnight at 4°C with anti-IL-6 goat

primary antibody, diluted 1:400. After washings in Tris-HCI buffer, immunoreaction
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was detected by the Universal Dako LSAB® + Kit Peroxidase (LSAB + System-HRP,
Dako Inc., Carpinteria, CA, USA); in other words, after incubation for 20 min at room
temperature with Multi-LINK solution containing biotinylated mouse/rabbit/goat
immunoglobulins, the sections were washed in Tris-HCI buffer and were incubated
with streptavidin-peroxidase complex for 20 min at room temperature. Peroxidase
activity was revealed by 3.3-diaminobenzidine chromogen (Betazoid DAB, Biocare
Medical Inc., Concord, CA, USA) for 3 min and the sections were counterstained with
Carazzi’'s hematoxylin. As negative controls, the immunohistochemical reaction was
performed replacing the primary anti-IL-6 by non-immune serum.

The number of IL-6-immunolabelled cells/mm? of the capsule was estimated
using an image analysis software (Image Pro-Express 6.0, Olympus) at 695x
magnification (9). For each animal, IL-6 positive cells were counted in a standardized
field of 0.09 mm? of the capsule adjacent to the opening of the implanted tube. In
each animal, the values were divided by area and then the number of IL-6

immunopositive cells/mm? was obtained.

3.3.5 Statistical analysis

Statistical analysis of the data was performed using the SigmaStat 2.0
software (Jandel Scientific, Sausalito, CA, USA). The data were submitted to ANOVA
and Tukey test. The significance level was set as p<0.05. The association between
IC number and IL-6 immunopositive cells was evaluated by Pearson correlation

coefficient, with significance level accepted p<0.01.
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3.4 Results

3.4.1 Morphological findings and numerical density of inflammatory cells

The morphological analysis was performed in the portions of capsules
adjacent to opening of the implanted tubes, i.e. in close juxtaposition to the materials.
At 7 days, the capsules showed a moderate inflammatory process containing mainly
lymphocytes, plasma cells and macrophages; moreover, large blood vessels profiles
were often observed in all groups (Figs. 1A-1C). In BDT and MTA groups, the
capsules exhibited some multinucleated giant cells (Figs. 1A and 1B). The
quantitative analysis revealed that the IC number was significantly higher in BDT
group in comparison to MTA group (Table 1). In all groups, a significant reduction in
the number of IC was found in the capsules at 15 days (Figs. 1D-1F and Table 1).
However, the number of IC remained significantly higher in BDT group in comparison
to MTA and CG groups (Table 1). Furthermore, multinucleated giant cells were still
present in the capsules of BDT and MTA groups (Figs. 1D and 1E). At 30 days, few
IC were observed in the capsules (Figs. 2A-2C); these cells were often next to blood
vessels and in the innermost surface of the capsules (Figs. 2A and 2B). After 60
days, the capsules showed several fibroblasts and thick bundles of collagen fibers
(Figs. 2D-2F). It is important to note that in this period, statistical differences between

BDT and MTA groups were not observed in the number of IC (Table 1).
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Figures 1A-1F — Light micrographs of sections showing portions of capsules of BDT
(Figs. 1A and 1D), MTA (Figs. 1B and 1E) and CG (Figs. 1C and 1F) groups at 7
days (Figs. 1A-1C) and 15 days (Figs. 1D-1F). Figs. 1A-1C — The capsules exhibit
several inflammatory cells (arrows), mainly lymphocytes, plasma cells and
macrophages. Note that in BDT group (Fig. 1A) inflammatory cells are present
mainly in the inner portion of the capsule (asterisks), adjacent to the material. Figs.
1D-1F — The capsules show inflammatory cells (arrows) situated mainly next to
opening of the implanted tubes (l) and around of the blood vessels (BV); fibroblasts
(Fb) are also observed. GC, giant cell. HE. x465.
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Figures 2A-2F — Light micrographs of sections showing portions of capsules of BDT
(Figs. 2A and 2D), MTA (Figs. 2B and 2E) and CG (Figs. 2C and 2F) groups at 30
days (Figs. 2A-2C) and 60 days (Figs. 2D-2F). Figs. 2A-2C — Few inflammatory
cells (arrows) are observed in close juxtaposition to the material (Fig. 2A) and
adjacent to the blood vessels (BV). Several fibroblasts (Fb) are present among
collagen fibers (CF). Figs. 2D-2F — The capsules exhibit scarce inflammatory cells
(arrows) and several fibroblasts (Fb) among thick bundles of collagen fibers (CF).

MC, mast cells. |, opening of the implanted tubes. HE. x465.
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3.4.2 IL-6 immunohistochemistry

Sections of the capsules submitted to immunohistochemistry IL-6 detection
exhibited positive immunolabeling in the cytoplasm of some cells, characterized by
brown/yellow stain, in all periods. A strong immunoreaction was observed in the
cytoplasm of lymphocytes, plasma cells, macrophages and mast cells; a weak
immunoreaction was also observed in the cytoplasm of multinucleated giant cells and
some fibroblasts (Figures 3A-3L). According to Table 1, the highest number of IL-6
immunolabeled cells was observed at 7 days, in all groups (Fig. 3A-3C); a gradual
and significant decrease in the number of labeled cells was found over time. At 7 and
15 days, the number of immunopositive cells was statistically higher in the BDT group
than MTA and CG groups. On the other hand, no differences were detected between
BDT and MTA groups at 30 days. After 60 days, no statistically significant difference
was found among all groups.

A statistically significant correlation (r = 0.921, p < 0.01) was detected between
IC and IL-6-immunoexpression in all groups. Furthermore, this analysis revealed a

parallelism in the significant reduction of these parameters over time.



7 days

15 days

30 days

60 days

Capitulo 1

40

Biodentine™

White MTA

Control




Figures 3A-3L — Light micrographs of sections showing portions of capsules of BDT
(Figs. 3A, 3D, 3G and 3J), MTA (Figs. 3B, 3E, 3H and 3K) and CG (Figs. 3C, 3F, 3I
and 3L) groups. The sections were submitted to immunohistochemistry for IL-6
detection (brown-yellow color) and counterstained with hematoxylin. Figs. 3A-3F (7
and 15 days) — Several inflammatory cells (arrows) exhibit cytoplasm strongly
immunolabeled in the capsules; IL-6-positive immunolabeling is also observed in
some fibroblasts (Fb) and giant cell (GC). Note that scarce cells with immunopositive
cytoplasm (arrows) are present in the capsule of the CG at 15 days (Fig. 3F). Figs.
3G-3l (30 days) — Strong immunoreaction is observed in lymphocytes and plasma
cells (arrows) located adjacent to the blood vessels (BV); note a conspicuous
immunolabeling in the mast cells cytoplasm (MC). Positive immunoreaction is
observed in some fibroblasts (Fb). Figs. 3J-3L (60 days) — Scarce fibroblasts (Fb)

with immunolabeled cytoplasm are present in the capsules. x350.
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Table 1 — Numerical density of IC and IL-6 immunolabeled cells in the capsules of

BDT, MTA and CG groups at 7, 15, 30 and 60 days

Periods

BDT

MTA

CG

7 days

IC

IL-6

1519.26 + 111.77 &'

651.11 + 16.85 '

782.96 + 84.40 ®'

468.89 + 18.26 ™'

580.74 + 59.63 '

322.22 +20.79 ¢’

15 days

IC

IL-6

789.63 + 104.87 22

480.00 + 16.48 2?2

529.63 + 49.00 2

197.78 + 16.48 2

506.67 + 35.27 P2

144.45 + 11.11 ©?

30 days

562.96 + 50.38 &°

142.22 + 14.49 @3

411.11 £ 65.84 3

128.89 + 12.67 23

239.26 + 38.72 3

62.22 + 9.94 °3

60 days

IL-6

220.00 + 29.35 &4

55.56 + 7.86 &4

202.96 +22.13 &4

51.11 + 9.94 &4

118.52 + 8.69 >4

46.67 +9.30 23

Numerical values represent mean * standard deviation.

The comparison among groups in the same period is indicated by superscript letters in the lines; same

letters = no statistically significant difference.

The comparison among periods is indicated by superscript number in the columns; same numbers =

no statistically significant difference.

Tukey test (p < 0.05).



Capitulo 7| 42

3.5 Discussion

Our morphological findings indicate that Biodentine™ exhibits biocompatibility
since the moderate inflammatory reaction initially promoted in the subcutaneous was
replaced by capsule containing thick collagen fibers bundles and fibroblasts.
Moreover, our quantitative analysis revealed a gradual and significant reduction in
the immunoexpression for IL-6, a proinflammatory cytokine, reinforcing therefore the
idea that Biodentine™ is a biocompatible material.

Considering that tricalcium silicate is the main constituent of Biodentine™, as
well as of MTA (17, 23), the reaction of these materials releases Ca** which
precipitate as calcium hydroxide (24) and therefore may promote initially a superficial
necrosis (25). Moreover, OH" are probably released during the reaction of MTA and
Biodentine™ providing to the microenvironment a pH around 8 (26) and 12 (27),
respectively, at 7 days. Soon after implantation, the substances released induce
clustering of interstitial fluids and proteins from blood vessels on biomaterial surface.
In addition, injured and necrotic host cells as well as endothelial cells produce
cytokines and growth factors recruiting the inflammatory and immune cells (28). The
pH seems to exert an important role in the inflammatory process progression since
the alkaline pH stimulates the recruitment and potentiation of neutrophils as well as
differentiation of plasma cells (3). Thus it is possible that the elevated pH promoted
by Biodentine™ may be, at least in part, responsible by the highest number of IC
observed in BDT group in initial periods.

The progression and type of inflammatory infiltrate is directly associated to the
degree of host response to substances released by materials. Immune cells produce
and release several cytokines and growth factors which exert an active role in the

complex and coordinate cascade of cellular and molecular events involved in the
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installation and progression of the inflammatory process (28, 29). Among these
cytokines, IL-6 is a proinflammatory cytokine that seems to play an active
participation in the immune response and, consequently, this molecule has been
associated with inflammatory diseases (30) such as rheumatoid arthritis, periodontal
diseases and endodontic lesions (22). Recently, our group also observed an evident
association between IL-6 immunoexpression and decreased of inflammatory process
in the capsules adjacent to calcium silicate-based cements containing ZrO, implanted
in rat subcutaneous (9). In the present study, our findings revealed IL-6
immunolabeled cells in the capsules in all periods. However, the pattern of IL-6
immunolabeling varied among the groups and over time. It has been reported that IL-
6 secretion suppress the recruitment of neutrophils whilst induces the migration and
differentiation of lymphocytes and monocytes (21). In our results, the capsules
exhibited mainly lymphocytes and plasma cells characterizing a chronic inflammatory
process (29); moreover, these cells exhibited an evident immunolabeling reinforcing
the idea that IL-6 may be involved in the transition from acute to chronic inflammatory
reaction (21). The higher immunoexpression for IL-6 in the capsules of BDT group, at
7 and 15 days, indicates that Biodentine™ initially promotes a more intense reaction
in comparison to MTA. It is conceivable to suggest that this cytokine may constitute
one of the molecules involved in inflammatory reaction induced by both materials in
rat subcutaneous. Moreover, the significant correlation between IL-6
immunoexpression and IC indicates that the accentuated immunolabeling may be
responsible for the high number of IC observed in BDT group. In fact, the reduction in
IL-6 immunoreactivity occurred prior to significant decreasing in IC number
reinforcing, therefore, the idea that IL-6 is a potent mediator of the inflammatory

process (21, 22, 30).
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It is possible that the higher inflammatory reaction observed in the initial
periods in BDT group may be explained due to different compositions of both calcium
silicate-based cements. Among them, CaCl, presents in Biodentine™ liquid to reduce
setting time (17), when added to MTA reduces cell viability and cell attachment in
comparison to pure MTA, although this association was not considered cytotoxic
(31). Furthermore, calcium carbonate is added to Biodentine™ powder (19), acting
as a nucleation site to calcium silicate hydrates (16). This addition may be
responsible for higher pH (27) and higher Ca** release (32) than MTA. High pH
promotes IC recruitment (33, 34) as well as subtle alterations in the amount of Ca®*
concentrations induces both proliferation and apoptosis in T-lymphocytes (35).
Considering that at 7 days scarce neutrophils were seen in the capsules of BDT and
MTA groups, it is possible that the high Ca?* released could have stimulate the
recruitment of lymphocytes and monocytes reducing, therefore, the acute phase of
the inflammatory reaction. Some in vivo studies have reported that Biodentine™
when used in pulp capping promotes mild inflammatory reaction (13-15).

Despite the accentuated inflammatory reaction initially induced by
Biodentine™, from the 30 days significant differences were not observed in the IL-6
immunoexpression in BDT and MTA groups, indicating that the irritant potential of
Biodentine™ was significantly reduced. This hypothesis is reinforced since significant
reduction in the number of IC was accompanied by formation of collagen fibers
bundles in the capsules at 60 days. Therefore, our findings indicate that Biodentine™
implanted in rat subcutaneous is a biocompatible material. However, further studies
are necessary to investigate the reparative potential and if Biodentine™ induces

mineralized tissues formation.
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e MTA Angelus implantados em
subcutaneo de ratos
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4.1 Resumo

Nosso proposito foi avaliar a reacdo induzida por Biodentine™ (BDT) e MTA
implantados em subcutaneo de ratos, com énfase no processo de substituicdo da
reacao inflamatéria por uma capsula colagena, investigando a participagao de FGF-1
e mastocitos. Tubos de polietileno preenchidos com os materiais foram implantados
no subcutaneo de 60 ratos distribuidos em 3 grupos (n=20/grupo): BDT, MTA e GC
(controle, tubos vazios). Apos 7, 15, 30 e 60 dias, os implantes e tecidos adjacentes
foram processados para parafina. Cortes longitudinais das capsulas foram corados
com tricromico de Masson, Picrosirius ou submetidos ao Alcian Blue (pH 2,5).
Reacdo imuno-histoquimica para FGF-1 foi realizada. O numero de células
imunopositivas e de mastocitos e a porcentagem de colageno birrefringente nas
capsulas foram obtidos. A imunoexpressdo para FGF-1 foi observada em células
inflamatorias e fibroblastos em todos os grupos e periodos. O numero de células
imunopositivas foi significantemente maior aos 7 dias. O numero de mastdcitos e o
porcentual de colageno birrefringente aumentaram significantemente no decorrer
dos periodos. Aos 60 dias, o numero de células imunopositivas e de mastdcitos
foram maiores no grupo BDT em comparagdo ao MTA. A porcentagem de colageno
no grupo BDT foi menor comparada ao MTA; no entanto, as capsulas do grupo BDT
apresentaram tipicos feixes de fibras colagenas e raras células inflamatérias,
indicando que Biodentine™ ¢é biocompativel. A significante correlagdo entre
mastocitos e colageno indica que estas células devem ter uma participagéo ativa na

dinamica de substituicdo do processo inflamatorio inicial por capsulas de colageno.

Palavras-chave: Biodentine™, Mineral Triéxido Agregado, biocompatibilidade,

imuno-histoquimica, FGF-1
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4.2 Introdugao

O Mineral Tridxido Agregado (MTA) € um cimento reparador a base de silicato
de calcio indicado para o selamento de perfuracdes dentais'? retrobturacdo em
cirurgias parendoddnticas® e protecdo pulpar®. O MTA possui propriedades
adequadas ao seu uso clinico>® e é biocompativel’’®. Entretanto, apresenta elevado
tempo de presa, alto custo e dificuldade de manipulagdo e insercdo em cavidades®.
Assim, o Biodentine™ (Septodont® Inc., Saint Maur des Fossés, Franga) é um
biomaterial reparador também a base de silicato de calcio o qual foi lancado no
mercado com indicacdes semelhantes ao MTA®'! além de sua indicagdo como
material restaurador.’® O principal componente do pé é o silicato tricalcico, com alto
teor de pureza, enquanto o liquido possui solucido aquosa de cloreto de calcio, para
acelerar o tempo de presa, e policarboxilato, o qual proporciona boa consisténcia e
fluidez ao material.'?

Os cimentos reparadores permanecem em contato com os tecidos
periodontais ou com o tecido pulpar; assim, faz-se necessario entender a dindmica
estabelecida entre os biomateriais e o organismo. A sequéncia de eventos
inflamatdrios induzidos pelos cimentos a base de silicato de calcio é relativamente
bem conhecida*"®': no entanto, os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na sequéncia de eventos de substituicdo do processo inflamatério por um
tecido conjuntivo frouxo ou denso que caracterize o reparo tecidual ainda nao estao
bem compreendidos.

A resposta inicial dos tecidos a biomateriais implantados € a instalagédo de um
processo inflamatorio, o qual induz a liberagdo de mediadores quimicos como
quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento, responsaveis pelo recrutamento de

|.14

leucocitos que modulam o processo de reparo tecidua Assim, a resposta do
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hospedeiro as substancias liberadas pelos materiais determina a intensidade do
processo inflamatério e o seu tipo, bem como a sua extensdo e duracdo.’” A
regressao do processo inflamatério e a formagdo de uma capsula fibrosa adjacente
aos materiais € um dos indicios de sua biocompatibilidade.'®

O fator 1 de crescimento de fibroblastos (FGF-1) &€ um fator de crescimento
expresso por diversos tipos de células, especialmente fibroblastos; € um fator
angiogénico e mitogénico e, consequentemente, importante no processo de

.Y Além disso, o FGF-1 também esta associado a areas de

reparacao tecidua
inflamacéo cronica.’® Em relagdo a resposta celular, ha fortes evidéncias de que os
mastoécitos estejam envolvidos com os processos inflamatorio e de reparacéo'®, uma
vez que produzem e liberam diversos mediadores®, tais como interleucina-6 (IL-6),
prostaglandinas, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de necrose
tumoral o (TNF- a), além de metaloproteinases da matriz (MMPs).?’

No presente estudo, nosso propdsito foi avaliar a reagao induzida por
Biodentine™ e MTA Branco implantados em subcutaneo de ratos com énfase no
processo de substituicdo da reagado inflamatéria por uma capsula de colageno,
investigando a participagcdo do FGF-1 bem como dos mastécitos neste processo.
Assim, reagao imuno-histoquimica para deteccao do FGF-1 foi realizada e o numero

de células imunopositivas foi estimado. Além disso, foram estimados o numero de

mastoécitos e o conteudo de colageno birrefringente nas capsulas.
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4.3 Material e método

4.3.1 Animais

O protocolo da presente pesquisa foi analisado e aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Araraquara —
FOAr/UNESP (Processo CEUA n° 15/2012, em Anexo).

Foram utilizados 60 ratos Holtzman (Rattus norvegicus albinus) adultos
jovens, pesando em média 220 gramas, adquiridos do biotério do Campus de
Araraquara (UNESP). Todos os animais foram mantidos no biotério da Faculdade de
Odontologia de Araraquara (UNESP), o qual apresenta temperatura (23+2°C) e
umidade (55+10%) controladas e fotoperiodo de 12 horas. Os animais foram
mantidos em gaiolas de polietileno forradas com maravalha e receberam ragao
granulada (Nutrilabor; Guabi, Campinas, SP, Brasil) e agua ad libitum.

Os animais foram distribuidos equitativamente em trés grupos, de acordo com
os materiais implantados no subcutaneo: BDT (Biodentine™: Septodont® Inc., Saint
Maur des Fossés, Franga), MTA (Mineral Trioxido Agregado Branco; Angelus
Industria de Produtos Odontoldgicos Ltda., Londrina, PR, Brasil) e GC (grupo
controle, tubos de polietileno vazios). Os cimentos foram manipulados segundo as
recomendagdes dos fabricantes. Os implantes permaneceram no subcuténeo por 7,

15, 30 ou 60 dias, totalizando 5 animais por grupo em cada periodo.

4.3.2 Procedimentos cirurgicos
Os animais foram anestesiados com 0,08 mL/100 g (80 mg/kg) de peso
corporal de cloridrato de cetamina a 10% (Virbac do Brasil Industria e Comércio

Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), associada a 0,04 mL/100 g (4 mg/kg) de peso corporal
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de cloridrato de xilazina a 2% (Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, S&o
Paulo, SP, Brasil), administrada com seringa e agulha de insulina por via
intraperitoneal.

Apo6s a sedacado, posicionado o animal em decubito ventral, realizou-se a
tricotomia na regido dorsal, antissepsia com solugéo de iodo a 5% e incisdo de 20
mm com uma lamina de bisturi n® 15 (Fibra Cirurgica, Joinville, SC, Brasil) em
sentido cranio-caudal. O tecido foi divulsionado com tesoura de ponta romba,
originando uma bolsa no subcutdneo onde foi inserido um tubo de polietileno
(Embramed Industria e Comércio Ltda., S&do Paulo, SP, Brasil) medindo 10 mm de
comprimento x 1,5 mm de didmetro, previamente esterilizado em 6xido de etileno.
Os tubos foram preenchidos com BDT ou MTA e, no grupo controle (GC), ndo foram
preenchidos. As incisbes foram suturadas em pontos simples utilizando-se fio de
seda 4-0 (Ethicon Inc., Sdo José dos Campos, SP, Brasil).

Decorridos os periodos de 7, 15, 30 e 60 dias, os animais foram sacrificados
com sobredose anestésica para a remocdo dos implantes com os tecidos

circundantes.

4.3.3 Processamento histolégico

Os tubos de polietileno contendo os tecidos circunjacentes foram fixados em
solugao de formaldeido a 4% (preparado a partir do paraformaldeido) tamponado
com fosfato de sédio 0,1 M com pH 7,2, durante 48 horas. Apds a fixagao, as pecas
foram desidratadas, diafanizadas, embebidas em parafina liquida (60 °C) e incluidas
em parafina. Os espécimes foram incluidos de maneira a obter cortes longitudinais

em relagdo ao longo eixo dos tubos de polietiieno. Com um micrétomo rotatério
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foram obtidos, a partir dos blocos, cortes longitudinais com 6 pm de espessura, 0s
quais foram aderidos a laminas de vidro e corados com tricrdmico de Masson ou
Alcian Blue ou Sirius Red. No minimo 3 cortes ndo seriados, com intervalo nao
inferior a 100 pm, foram aderidos a laminas previamente tratadas com silano
(Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA), para a realizagdo das reagdes imuno-

histoquimicas para detecg¢ao de FGF-1.

4.3.4 Analise morfologica dos implantes

A partir dos cortes corados com tricromico de Masson, foi realizada a analise
descritiva da capsula de tecido conjuntivo adjacente aos implantes. Nesta analise,
considerou-se a presenga ou a auséncia de processo inflamatorio, o tipo de células
inflamatorias, presenga de células gigantes multinucleadas, vasos sanguineos,

fibroblastos e presenca de fibras colagenas.

4.3.5 Reagao imuno-histoquimica para detec¢ao de FGF-1

Apo6s desparafinizacdo e hidratagdo, os cortes foram imersos em tampéo
citrato de sédio 0,001 M com pH 6,0 e submetidos ao tratamento com micro-ondas
por 20 minutos a 90-94 °C para recuperagdo antigénica. Apds o resfriamento, as
laminas foram imersas em solugdo aquosa de peroxido de hidrogénio a 3%. Os
cortes foram lavados e, entéo, incubados overnight em anticorpo primario anti-FGF-1
monoclonal produzido em camundongo (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz,
CA, EUA), na diluigéo 1:150.

Subsequentemente as lavagens em tampao Tris-HCI 0,05 M, os cortes foram

incubados em anticorpo secundario de coelho/camundongo/cabra anti-IgG
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biotinilado (LSAB, Dako Inc., Carpinteria, CA, EUA), por 20 minutos. Apos lavagens
em tampao Tris-HCI 0,05 M, os cortes foram incubados com o complexo HRP
(System-HRP, Dako Inc., Carpinteria, CA, EUA), por 20 minutos. Apos lavagens, a
atividade da peroxidase foi revelada pelo cromoégeno 3,3’-diaminobenzidina
(Betazoid DAB, Biocare Medical Inc., Concord, CA, EUA) durante 3 minutos e,
subsequentemente, os cortes foram contracorados com hematoxilina de Carazzi,
desidratados, diafanizados e montados em meio resinoso para analise microscopica.
Como controle negativo, alguns cortes foram submetidos a todas as etapas exceto a
incubagao com anticorpo primario, onde foram incubados com soro ndo imune.

A fim de verificar se houve diferengas entre os grupos e periodos, o numero
de células imunopositivas foi estimado nas capsulas dos 5 implantes de cada
grupo/periodo. Com uma camera digital (DP-71, Olympus, Téquio, Japao) acoplada
a um microscopio de luz (BX-51, Olympus, Toéquio, Japao), uma area padrao de 0,09
mm? da capsula de cada implante foi capturada. O nimero de células imunopositivas
foi computado com auxilio de um programa de analise de imagens (Image Pro-
Express 6.0, Olympus, Toquio, Japao). Assim, o numero de células
imunopositivas/mm? de capsula foi obtido para cada implante; posteriormente,

calculou-se a média para cada grupo em cada periodo.

4.3.6 Densidade numérica de mastocitos Alcian Blue-positivos nas
capsulas/mm?

Os mastocitos nas capsulas foram quantificados em cortes submetidos a
reagao histoquimica Alcian Blue (AB). De cada implante, 2 cortes ndo seriados com

distancia minima de 100 um foram desparafinados, hidratados e tratados com acido
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acético a 3%. Em seguida, as laminas foram imersas em solugdo de Alcian Blue
8GX (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA) a 1% com pH ajustado para 2,5,
durante 30 minutos. Subsequentemente, os cortes foram lavados em agua corrente
e a coloragcdo nuclear foi realizada por imersdao em hematoxilina de Carazzi e
montados em meio resinoso para analise em microscépio de luz.

O numero de mastécitos AB-positivos nas capsulas foi computado em 345x
usando um sistema de analise de imagens (Image Pro-Express 6.0, Olympus,
Toquio, Japédo). Em cada corte, foram capturadas 2 &reas padronizadas
(aproximadamente 0,36 mm? cada) das capsulas; considerando que foram usados 2
cortes de cada implante, o numero de mastocitos AB-positivos foi estimado numa
area total de 1,44 mm? de capsula/implante em cada implante nos diferentes

periodos.

4.3.7 Mensuragao do colageno birrefringente

A quantidade de colageno nas capsulas foi estimada a partir de cortes
corados com solugdo a 0,1% de Sirius Red (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO,
EUA) e analisados com filtros de polarizagao acoplados ao microscopio de luz (BX-
51, Olympus, Toquio, Japao). Foram utilizados 2 cortes por implante, com intervalo
minimo de 100 um, em todos os periodos. Em cada corte, uma imagem da capsula
foi capturada com auxilio de uma cémera digital (DP-71, Olympus, Téquio, Japao) e
objetiva de 40x; esta imagem com area de aproximadamente 0,09 mm?, usada em
todos os cortes, foi considerada a area padrao. Desta maneira, o colageno foi
mensurado numa &rea de 0,18 mm? de cada implante. Todas as imagens foram

capturadas com parametros padronizados de intensidade de luz, abertura do
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diafragma do condensador, altura do condensador, objetiva, angulacdo do
polarizador e brilho da imagem.

A quantidade de colageno foi estimada usando metodologia previamente
descrita.?>?* Com um processador de imagens (ImageJ, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, EUA), as cores proporcionadas pela birrefringéncia das imagens das
capsulas foram isoladas utilizando-se o histograma de matiz disponivel na guia
“Color Threshold”. As imagens foram convertidas para preto e branco, de modo que
cada pixel ndo preto tornou-se branco e cada pixel preto permaneceu preto. Em
seguida, a porcentagem ocupada por cada cor foi calculada a partir do numero de
pixels em cada faixa de matiz. Para esta mensuragao, manipulou-se o histograma de
matiz para selecionar cada comprimento de onda?*, ou seja, vermelho/alaranjado
(matizes 2 a 38 e 230 a 256), amarelo (matiz 39 a 51) e verde (matiz 52 a 128). O
numero de pixels de cada frequéncia de cor foi expresso como uma porcentagem do
total de colageno birrefringente daquele comprimento de onda no total da imagem.
Deste modo, os dados representam, em porcentagem, a soma dos matizes nos 2

cortes de cada implante.

4.3.8 Andlise estatistica

Os parametros referentes a densidade numérica de mastocitos, células
imunopositivas ao FGF-1 e quantidade de colageno birrefringente nas capsulas
foram submetidos ao programa Sigma Stat 2.0 (Jandel Scientific, Sausalito, CA,
EUA). Aplicou-se o teste paramétrico ANOVA para verificar a normalidade dos
dados; em sequéncia, o teste Tukey foi utilizado para comparar os grupos, com nivel

de significancia p<0,05. A correlagdo de Pearson foi aplicada para verificar
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associagao entre a porcentagem de fibras colagenas e a quantidade de células
imunopositivas ao FGF-1 e entre a porcentagem de fibras colagenas e a quantidade

de mastocitos, com nivel de significancia p<0,01.

4.4 Resultado

4.4.1 Anadlise morfolégica

Aos 7 dias, as capsulas envolvendo os implantes apresentaram-se
constituidas por um tecido conjuntivo contendo inumeros vasos sanguineos com
amplo didmetro e ingurgitados, diversos linfécitos e plasmaocitos, alguns macréfagos
e poucos neutrofilos. As capsulas continham um evidente predominio de células, na
sua maior parte células inflamatérias, em relagdo aos componentes da matriz
extracelular, em todos os grupos (Figs. 1A-1C). Aos 15 dias, as capsulas adjacentes
aos implantes exibiram fibras colagenas entre fibroblastos; linfécitos, plasmécitos e
macrofagos apresentaram-se dispersos por toda a capsula (Figs. 1D-1F). Aos 30 e
60 dias (Figs. 2A-2F), diversos fibroblastos dispostos entre os feixes de fibras
colagenas foram observados nas capsulas; escassas células inflamatorias foram
observadas, principalmente, aos 60 dias. Além disso, um aparente aumento no

conteudo de colageno no periodo de 60 dias foi notado (Figs. 2D-2F).
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Figuras 1A-1F — Fotomicrografias de cortes mostrando porgbes de capsulas dos
grupos BDT (Figs. 1A e 1D), MTA (Figs. 1B e 1E) e GC (Figs. 1C e 1F) nos
periodos de 7 dias (Figs. 1A-1C) e 15 dias (Figs. 1D-1F). Figs. 1A-1C — as capsulas
exibem diversas células inflamatérias (setas), principalmente linfocitos e plasmacitos,
dispersas por toda extensao das capsulas entre os perfis de vasos sanguineos (VS)
ingurgitados e com amplo didmetro. Figs. 1D-1F — as capsulas contém fibroblastos
(Fb) e somente algumas células inflamatorias (setas); fibras colagenas delgadas
(FC) estao presentes entre as células e os vasos sanguineos (VS). (I), tubos de

polietileno. Tricrdbmico de Masson. x465.
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Figuras 2A-2F — Fotomicrografias de cortes mostrando porgdes de capsulas dos
grupos BDT (Figs. 2A e 2D), MTA (Figs. 2B e 2E) e GC (Figs. 2C e 2F) nos
periodos de 30 dias (Figs. 2A-2C) e 60 dias (Figs. 2D-2F). Figs. 2A-2C — As
capsulas mostram numerosos fibroblastos (Fb) situados entre feixes de fibras
colagenas (FC). Algumas células inflamatérias (setas) sdo observadas,
principalmente, proximas aos vasos sanguineos (VS). Figs. 2D-2F — Diversos
fibroblastos (Fb) situam-se entre espessos feixes de fibras colagenas (FC); escassas
células inflamatdrias (setas) e poucos vasos sanguineos (VC) sao vistos. |, tubos de

polietileno. Tricrdbmico de Masson. x465.



Capitulo 2 | 63

4.4.2 Densidade numérica de células imunomarcadas para FGF-1

A reacdo imuno-histoquimica para detecgdo de FGF-1 revelou células com
marcagao citoplasmatica (em castanho) nas capsulas de todos os grupos e
periodos. A imunomarcacéao foi observada no citoplasma das células inflamatérias e
células gigantes multinucleadas bem como em alguns fibroblastos (Figs. 3A-3L);
uma evidente imunomarcagéo foi frequentemente observada nos mastocitos (Fig.
3J). Conforme Tabela 1, o numero de células imunomarcadas ao FGF-1 foi
significantemente maior nas capsulas de todos os grupos aos 7 dias. As capsulas do
GC exibiram valores significantemente maiores em comparagéo aos demais grupos,
nos periodos de 7 e 15 dias. Em contraposi¢do, valores significantemente maiores
foram observados em BDT aos 30 e 60 dias. Nestes periodos, diferencas

significantes ndo foram observadas entre os grupos MTA e GC.
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Figuras 3A-3L — Fotomicrografias de cortes mostrando porgcbes de capsulas dos
grupos BDT (Figs. 3A, 3D, 3G e 3J), MTA (Figs. 3B, 3E, 3H e 3K) e GC (Figs. 3C,
3F, 3l e 3L) nos periodos de 7 (Figs. 3A-3C), 15 (Figs. 3D-3F), 30 (Figs. 3G-3l) e
60 dias (Figs. 3J-3L). Os cortes foram submetidos a reagcdo imuno-histoquimica
para detec¢cdo de FGF-1 (em castanho) e contracorados com hematoxilina. Figs.
3A-3F — Diversas células inflamatdrias (setas) e alguns fibroblastos (Fb) exibem
imunomarcagao citoplasmatica. Células gigantes multinucleadas (CG) exibem
também imunopositividade (Fig. 3A). Figs. 3G-3L — Aos 30 e 60 dias, as capsulas
exibem poucas células imunopositivas; dentre elas, algumas células inflamatérias

(setas) e fibroblastos (Fb). MC, mastécito; VS, vasos sanguineos. x465.
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4.4.3 Densidade numérica de mastocitos

A analise dos cortes submetidos ao AB revelou a presenca de células
globosas/ovoides exibindo diversos granulos citoplasmaticos fortemente positivos ao
AB, caracteristicas tipicas de mastécitos. Estas células foram encontradas nas
capsulas de todos os grupos e periodos. Nos periodos iniciais, foram usualmente
observadas entre as células inflamatdrias e proximas aos vasos sanguineos; no
entanto, nos periodos de 30 e 60 dias, foram observadas entre os feixes de fibras
colagenas (Figs. 4A e 4B). Um gradual e significante aumento no numero de
mastoécitos foi observado nas capsulas de todos os grupos. Nos periodos de 7, 15 e
30 dias, diferengas estatisticamente significantes ndo foram observadas entre os
grupos. Aos 60 dias, no entanto, um valor significantemente maior de mastécitos foi

encontrado nas capsulas do grupo BDT (Tabela 1).
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Figuras 4A-4B — Fotomicrografias de cortes mostrando porgdes de capsulas do
grupo BDT nos periodos de 7 (Fig. 4A) e 60 dias (Fig. 4B) submetidos ao método
histoquimico Alcian Blue (pH 2,5) e contracorados com hematoxilina. Fig. 4A —
Mastocitos (setas) com formato globoso/ovoide e exibindo citoplasma fortemente AB
positivo (em azul turquesa) sado observados proximos aos vasos sanguineos (VS),
entre as células inflamatdrias (Cl). Fig. 4B — Mastdcitos (setas) exibindo citoplasma
positivo ao AB sao observados entre os fibroblastos (Fb) e fibras colagenas (FC). Os
insets mostram o citoplasma dos mastocitos preenchidos por inumeros granulos AB

positivos. CG, célula gigante multinucleada. x345; x1.310 (insets).
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4.4.4 Mensuracao do colageno birrefringente

Aos 7 dias, as capsulas exibiram poucas e finas fibras colagenas
birrefringentes (Figs. 5A-5C). Em contraposicao, fibras colagenas espessas e
fortemente birrefringentes foram observadas no periodo de 60 dias (Fig. 5D-5F);
neste periodo, a birrefringéncia na capsula do grupo BDT (Fig. 5D) € aparentemente
menor que nos demais grupos (Figs. 5E e 5F). A analise semi-quantitativa (Tabela 1)
revelou que o porcentual de colageno birrefringente, em todos os grupos, foi
significantemente maior aos 60 dias. As capsulas do grupo BDT exibiram menor
porcentual de colageno birrefringente em comparagéo ao grupo MTA, com excegao
do periodo de 15 dias; neste periodo, diferengas estatisticamente significantes nao

foram detectadas entre os grupos.
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Figuras 5A-5F — Fotomicrografias de cortes mostrando porgdes de capsulas dos
grupos BDT (Figs. 5A e 5D), MTA (Figs. 5B e 5E) e GC (Figs. 5C e 5F). Os cortes
foram corados com Picrosirius e analisados em microscopio com luz polarizada.
Figs. 5A-5C — Aos 7 dias, delgadas fibras colagenas birrefringentes apresentam-se
dispersas nas capsulas. Figs. 5D-5F — Aos 60 dias, as capsulas exibem espessos
feixes de colageno birrefringente; note acentuada birrefringéncia nas capsulas dos
grupos MTA (Fig. 5E) e GC (Fig. 5F) em comparagao ao grupo BDT (Fig. 5D). I,

tubos de polietileno. x250.
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4.4.5 Analises de correlagao

O teste de Pearson revelou um coeficiente de correlagdo produto-momento
forte e negativo (r= -0,833; p<0,01) entre o numero de células imunopositivas ao
FGF-1 e a porcentagem de colageno birrefringente. Esta correlagdo indica
fortemente que estes paramentros sao inversamente proporcionais; assim,
paralelamente a redugdo da imunoexpressido de FGF-1, ocorre um aumento no
porcentual de colageno. Por outro lado, a anadlise do numero de mastécitos e o
porcentual de colageno mostrou um forte e positivo coeficiente de correlagao
produto-momento (r = 0,679; p<0,01) entre estes parametros. Assim, a porcentagem

de colageno aumento paralelamente ao numero de mastdcitos nas capsulas.
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Tabela 1 — NUmero de células positivas ao FGF-1 e de mastdcitos (MC) por mm? e
porcentagem de colageno birrefringente (Col) nas capsulas dos grupos BDT, MTA e

GC ap6s 7, 15, 30 e 60 dias

Tempo BDT MTA CG
FGF-1 604,44 +2304%" 45556 +23,57>" 846,67 + 35,49 ©'
()
2 MC 4,58 + 4,46 2 4,31+ 3,622 2,50 + 2,49 @
N~
Col 3,82 + 0,69 P 7,64 + 1,86 2" 2,45+ 0,85 >
FGF-1 357,78 +25,342% 208,89 +21,37 %% 520,00 + 39,60 2
(7))
o
S MC 15,69 + 3,76 22 15,14 + 6,50 22 13,75 + 4,67 22
n
Col 8,97 + 1,67 2 11,77 £ 2,54 &1 8,76 + 3,97 32
FGF-1 246,67 +12,17 2% 140,00 + 16,85°% 142,22 +9,30 "3
(7))
1+
T MC 2444 +716 2%  2375+7,723*%  26,53+6,20*°
o
™~
Col 11,83 + 1,48 23 24,08 +2,10 P2 29,75 +4,31°3
FGF-1 177,78 +20,792* 8222 +1267° 9333+ 12,67 °*
(7))
o
S MC 49,03 + 4,62 23 29,03 + 3,49 03 35,42 + 4,66 >4
o
(L]

Col 19,39 + 1,90 2* 31,85+ 3,76 >* 30,02 + 1,97 >3

Valores numéricos representam média * desvio padrao.

A comparagdo entre grupos de um mesmo periodo é representada nas linhas por letras sobrescritas;
mesma letra = ndo ha diferenca estatisticamente significante.

A comparagdo entre periodos de um mesmo grupo € representada nas colunas por numeros
sobrescritos; mesmo numero = ndo ha diferencga estatisticamente significante.

Teste Tukey (p < 0,05)
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4.5 Discussao

Nossos resultados indicam que o Biodentine™ e o MTA possibilitam que
mecanismos celulares e moleculares envolvidos com a proliferagao de fibroblastos e
a formacdo de colageno modulem a substituicdo do processo inflamatorio,
inicialmente formado, por uma capsula de tecido conjuntivo denso. Nossos
resultados também indicam fortemente que o FGF-1, um fator mitogénico, deve
estimular a proliferacdao de fibroblastos e, consequentemente, deve exercer um
papel importante na involugdo do processo inflamatério e na formacédo de fibras
colagenas. Além disso, o aumento significante e gradativo no numero de mastocitos
nas capsulas sugere que estas células devem ter uma participagédo na remodelagao
das capsulas que circundam os materiais implantados no subcutaneo.

A evidente reacdo inflamatéria nos periodos iniciais pode ter sido causada,
além do préprio ato cirurgico para implantagao, pela liberagdo de ions calcio e pelo
pH alcalino decorrentes da reacdo dos materiais implantados. Biodentine™
proporciona um pH ao redor de 12 ao microambiente®® e libera ions calcio em
quantidades superiores ao MTA."" O pH alcalino induz o recrutamento de células
inflamatdrias”?, enquanto alteracdes na concentracdo de calcio podem induzir tanto
a proliferagdo como a apoptose de linfécitos T.2’ Assim, & possivel que, nos
periodos iniciais, a alta quantidade de ions calcio tenha promovido o recrutamento
predominantemente de linfocitos, como foi observado nas capsulas dos grupos BDT
e MTA aos 7 dias.

A regressédo do processo inflamatério concomitantemente a proliferagdo de
fibroblastos foi evidente nas capsulas adjacentes aos materiais a base de silicato de
calcio. Um aumento no conteudo de colageno foi também claramente observado ao

longo do tempo. A analise ao microscopio de luz polarizada de cortes submetidos ao
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meétodo Picrosirius facilitou esta observagao, pois o corante Sirius Red incrementa a
birrefringéncia natural de fibras colagenas, uma vez que as moléculas de colageno
ricas em aminoacidos basicos reagem fortemente com corantes acidos®®, tal como o
Sirius Red. A analise quantitativa do colageno birrefringente mostrou um aumento
significante no conteudo de colageno reforcando a ideia de que tanto Biodentine™
quanto MTA induzem a formacédo de uma capsula de tecido conjuntivo denso ao
longo do tempo e, portanto, sdo biocompativeis.

Considerando que o FGF-1 possui alto potencial angiogénico e

vasculogénico'”#%30

, 0 alto valor observado na imunoexpressao para FGF-1 aos 7
dias deve explicar, pelo menos em parte, a evidente vascularizagdo observada nas
capsulas nos periodos iniciais. A proliferagdo de vasos sanguineos constitui um
evento importante no processo de formacdo do tecido de granulagdo.®"*? Diversos
fatores atuam sobre os vasos sanguineos interferindo tanto na sua permeabilidade
como na diapedese de leucocitos que migram para o tecido conjuntivo, onde
desempenham suas funcdes.>*>* Nossos achados revelaram que tanto as células
inflamatodrias (linfécitos, plasmécitos e macréfagos) como alguns fibroblastos foram
positivos ao FGF-1, como ja relatado."”** Além de interferir na angiogénese, o FGF-
1 desempenha um papel mitogénico.17 Considerando que os maiores valores de
células imunopositivas ao FGF-1 foram observados aos 7 dias, é possivel que este
fator possa ter estimulado a proliferacdo de fibroblastos, explicando a evidente
presenca destas células no periodo de 15 dias; esta ideia & reforgcada pelo
significante aumento de colageno também observado aos 15 dias.

A analise morfolégica revelou a presenca de mastécitos nas capsulas,

principalmente, nos periodos de 30 e 60 dias. A identificagdo destas células foi

confirmada pelo método histoquimico Alcian Blue (AB) em pH 2,5, o qual € um
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corante basico catidnico bivalente que se liga aos grupos carboxila e sulfato éster.*
Dessa maneira, como os granulos dos mastocitos apresentam grande quantidade de
glicosaminoglicanos sulfatados, dentre eles a heparina e o condroitin sulfato, estes
reagem intensamente com o AB.*®*" Ha fortes evidéncias de que os mastdcitos
participam do processo de cicatrizagdo'®*®%® bem como do processo de reparo
6sseo? produzindo e liberando diferentes mediadores. Dentre eles, os mastdcitos
liberam a histamina, a qual participa no estabelecimento e progressédo da reagao
inflamatoria.® Dessa maneira, o baixo numero de mastocitos nas capsulas
observado no periodo de 7 dias é condizente com o moderado processo
inflamatdrio. Por outro lado, os mastécitos podem também liberar a triptase, a qual
estimula a proliferacdo de fibroblastos e a formacdo de componentes da matriz
extracelular.®®*" Adicionalmente, no presente estudo, os mastdcitos exibiram forte
imunoexpressao para o FGF-1, um fator mitogénico. Assim, é possivel que este fator
seja liberado e, consequentemente, atue na complexa cascata que envolve o
processo de remodelacao das capsulas formadas em resposta aos implantes no
subcutaneo.

Um experimento com camundongos Knockout para mastécitos demonstrou
auséncia de capsulas fibrosas circundando materiais implantados em subcutaneo'®
indicando, portanto, que estas células tém um importante papel na formacado do
colageno. No presente estudo, o aumento significante e gradativo no numero de
mastécitos acompanhado pelo aumento significante de colageno no decorrer dos
periodos reforca a ideia de que os mastocitos, além de exercerem um papel
importante na modulacdo do processo inflamatério, devem participar nos
mecanismos envolvidos com a formagao do colageno. Assim, embora no grupo BDT

aos 60 dias o porcentual de colageno tenha sido significantemente menor em
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relagcdo aos demais grupos, o numero significantemente maior de mastécitos sugere
que os feixes de colageno estdo em formacao.

O aumento na porcentagem de fibras colagenas birrefringentes em intimo
contato com os materiais implantados, associado a auséncia de processo
inflamatorio, indica que os materiais sdo biocompativeis. Nossos resultados
mostraram que o FGF-1 e os mastocitos tém uma participagdo no processo de
remodelacao das capsulas provavelmente estimulando a proliferagao de fibroblastos
e, consequentemente, a produgdo de colageno. No entanto, sabe-se que os
mastécitos produzem e liberam diversas citocinas, fatores de crescimento e
enzimas, dentre elas as MMPs, as quais exercem um papel importante no processo
de remodelacdo dos componentes da matriz extracelular do tecido conjuntivo.
Assim, futuros estudos sédo necessarios para melhor compreender a participagao
dos mastdcitos na formacéo e remodelacado das capsulas em reposta aos implantes

no subcutaneo.
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o

A reducdo gradativa e significante do processo inflamatério promovido por
Biodentine™ e MTA Angelus Branco indica que estes materiais s&o

biocompativeis;

A IL-6, citocina pro-inflamatéria, participa da cascata de sinalizagado envolvida na

resposta inflamatéria inicialmente induzida por ambos os materiais;

Biodentine™ induz uma resposta inflamatéria inicial mais intensa em

comparacgao ao MTA;

O FGF-1, fator mitogénico, exerce um possivel papel modulador no processo
inflamatdrio, além de estimular a proliferacao de fibroblastos em resposta aos

implantes em subcutaneo;

Embora ambos os materiais induzam a formagao de capsulas de colageno ao

redor dos implantes, estas se formam mais rapidamente em resposta ao MTA,;

A forte correlagdo entre 0 numero de mastocitos e o aumento de colageno nas
capsulas indica que estas células devem exercer um papel importante na
modulacdo da formacdo de colageno em resposta aos implantes em

subcutaneo.
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