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A DEUS...

“Perto quero estat, junto acs teus pes.

Pais prazer naiar nao ha que ne reader e te adarar

Tudo o que ha an nym quero te ofertar

nmis ainda € paum au sd, se axparado ao que ganha

Nao sau apanas savo, tar amigo me tand
Te lavara, naoimpartamas arainstinaas

Adaara sanaatea 6 Jesus™

(Kdly Catpenter, Toque no altar)
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A os mxus pais, Getiilio e Leonice...

Muito dbrigach pdo apao amstante pdo arinho

e par tado amr e dediagia.. Obtigada par tudo o que representam emn ninha vida !
"Os nasscs pais anmnrng parque sanws seus filhas, € um fato inaltaavd, Ncs

momentas de suaessq 150 pade parear irrdevants nms nas aasioes de fraassq
dareaan um ansdo e unm squrana que nio se anantram an qualquer cutrolugar.”

(Bertrand Russdl)

AomarimmoMarcus e minha cunhada Queattin,

“.. nms hd umamigo que é nmis digado do que um irmmo”
(Provérbics 18:24)

Muito dbrigach pda amizade e apao em tados os monentes... que

e pamitan estar hge cxmamarando nuis essa vitara.
"A amizade é quase saxpre a uniaode parte de unm alnm am parte de autta.

“As pessaas sioanigas nos paatas que se taam’”
(Geagge Santayana)
A's minhas scbrinhas Nara, Laura e Alice...
Par vaass tenho um anxx inexplicivd, inaarparavd..
Cano san tdiz par tedas enninha vida...

A minha avo Maria, que saxpre padiu a Dais par mim em suas aa@oes...

A minha namorada Thaisa, o quem a anpo muto e teve grande inpartinaa
durante tach minha trajetcria da Pcs-graduagia Obrigado pda paaénaa, farr e par

tado amor demonstrado a min?!

“Amor de Familia é a coisa mais inexplicivel do mundo, nem um
pai consegue dizer para um filho o quanto ama, nem o filho sabe
dizer ao pai, entiao eles simplesmente demonstram...”.

Pasini
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A gradeanmentcs E'speaals

Aomar anentadar, Professor Dr. Joio Eduardo Gomes Filho...

Muito cbrigado par tadh dediagiq paaénaa e saiedade aam que andiiziu este
estuda

A gradep imensamente pela antiang que depositar en nim e par tadas as
atentagies valicsas neste pariado de anvivénaa.

“Um ban professar edua sais aluncs para unm profissig

um prafessar fasanante cs edua para a vida.

Professares fasanantes sio prafissianals revdudanarics.

Ninguém sabe avaliar o sa1 pader, nan des mesns,

Eles muchm paradignms, transtornmm o destino de um povo

e um sistara saaal san arnms,

tao samaate par prepararan seus aluncs para a vida

atraves do espetaailo das suas 1ddas.”

A ugusto Cury
AoProfessor Dr. Robson Frederico Cunha

“Um ban professar € lanbrado ncs tanpes de esadla,
Um prdessar tasanante é um nistre inesquedvd...
Ser um nrstre inesquedve € farnmr seres hunmncs que farao difereaga no nunda ™
A ugusto Cury
Muito dbrigadq par tudo que fez par mimg sou grato par ada nomeanto de
aprendizagem e amizade os quais levo anminha vidh.
"A qudes que passam par ncs nio vio s&, nio ncs daxam scs. Ddaxam um paiwo de
st, levam um pauco de ncs. " (A ntane de Saint-Ex upery)

A Professora Dra. Samira Ambar Lins

Praessaa... Lide... Amiga... Sau gratopar tudd
““ Eduair € ser umartesio da persanalichde um poeta da
Intdigénaa, um seneadar de idaas. (A ugusto Cury)

“A Tarefa do educador moderno nio é derrubar florestas, mas

irrigar desertos™
C.S. Lewis
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A o amigos e aarpadres Karina Bianco e Pedro Ivo...

A mizades verdadaras... A nigos irmics...

Niovou esquear janmis dos bans nomantes... Canversas até altas haas da
mudrugadh, reqdas seapre a unn bon xiaira de aifé e muutcs riscs e histaias!
Suaessas mais aniges... A daro voas!

Asamiqs Tatyana e Janaina...

A s ndlhares histarias janmis sado esaitas, assim aaxno as ndhares mamantos janmis
retamaria Par issg quando estiveres fdiz, tire o nixino provato desta fdiddade
pas otanpo arrastard tuda.. € sofiarioas lanbrangas/”
Vivi aom vaass as ndhares nomentas de ninha vida en A ragituba... Ass festas, os
alnogs, as alconias, tristezas, a fammgio do Trio Maravilha... A novoas...
Obtigado par tudd

A amiga Fabiana Tanaka...

A migo é quam te di um pedhanho do dvig quando é de terra firme que vace preasa,
a1 um pechanho do @, se € o sanho que te faz falta.

Obtigado par me auvit, ajudhr e saxpre ter a palavra ata, no nmamanto axta..
Obtigado par tudd

A amiga Simone Watanabe...

A gradep par sua padénaa, sua ajuch amstante anmeu trabalho de tese.. Saiba que
neste pequeno trabalho tam muto de voig.. Suaesscs!

“A melhor parte da vida de uma pessoa esti em suas amizades™

Abraham Lincoln
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A gradeamentcs

A Faaiddade de Odmtdaga de Araqtuba-UNESP, nas pessas do
Diretor Prof Dr. Pedro Felicio Estrada Bernabé e Vice-Diretora
Profa. Dra. Ana Maria Pires Soubhia.

Acs praessaes da Disaplina de Odantpadiatria dh Faaildade de
Odatdaga de Ama@atuba-UNESP, Prof Dr. Célio Percinoto, Profa.
Dra. Rosangela dos Santos Nery, Prof. Dr. Robson Frederico
Cunha, Prof. Dr. Alberto Carlos Botazzo Delbem e Profa. Dra.
Sandra Maria Herondina Coelho Avila de Aguiar, por tado este longo
patiado de anvivénaa, pdas aientagies valiosas e ensinamentos transmtidcs.

A a5 professares da Disaplina de Endadmtia da Faaildade de Odantdagia
de Aragtuba-UNESP, Prof Dr Roberto Holland, Prof. Dr. Valdir de
Souza, Prof. Dr. Pedro Felicio Estrada Bernabé, Prof Dr. Joio
Eduardo Gomes Filho Prof. Dr. Mauro Nery, Prof. Dr. José
Arlindo Otoboni Filho e Prof Dr. Eloi Dezan Junior, par ne raxbaren
ch nanata tao epaaal anw ful reabidg pdo airinho e anizade durante o airsa

As fundandrias da Disdplina de Endadatia ch Faauldade de Odantdgia
de Armaatuba-UNESP, Hermelinda de Jesus Pereira Before, Neuza
Angélica dos Santos e Neuci Vieira. Muito dbrigado par tado apao durante
a ralizagio deste trabalho e pela anvivénaa agradavd e anizade

Ao funaaarics da Disaplina de Odantgpediatria da Faaildade de
Odmtdaga de A ragatuba UNESP, Maria dos Santos Ferreira Fernandes
e Mario Luis da Silva, pda ajuda amstante pda dediagio e par apao neste
1nasso lango tenpo de anvivia
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Acs “amigos de I data” dh ps-graduagio da Odantgpadiatria, Karina
Bianco, Tatyana Pereira, Pedro Ivo, Janaina Zavitoski e Karina
Mirela. Pessaas espedals que tive o prazer de anhea, par tados os mamantas que
PASSAITDS Juntcs.

A s amigos de turmm Alessandra Gomes, Tais Elizabeth, Eliana
Takeshita e Janaina Zavitoski, pda amizade pdo apdo e pdo exadente
axvivio durante este periada Grande suassso a voass!

Aas que se tanaram neus grandes “amigos de labaataio”, Alessandra
Gomes, Simone, Sueli, Denise, Renata ¢ Alessandra Cury pda
amizade pdo apao e pdo exadente axvivio dutante este pericda Grande suasso a
voass!

A tados o5 mais adeps de Pos-graduacio da Odontopediatria,
nuito obrigado pdas mommtas de anvivenaa.

A finaarirics da Sezio de P Graduagio da Faaildade de Odantdqga
de Aragituba-UNESP, Marina Midori Sakamoto Hawagoe, Valéria de
Queiroz Marcondes Zagatto e Diogo Reatto pdo exadete
profissanalisng ateagio dispensada e prinroso rdadamnmata

Ao tundanrios da Bibliaea: Ana Cliudia Grieger Manzatti,
Cliudia de Souza Frare, Cliudio Hideo Matsumoto, Isabel Pereira
de Matos, Ivone Rosa de Lima Munhoz, Izamar da Silva Freitas,
Jéssica Durbergr, Luzia Anderlini, Maria Claudia de Castro Benez,
Fernando Sukunishi e Claudio Maciel Junior, pda atengio e efiaénaa
que sarpre dispensaram

A Magda Requena Caciatore, seaetiria do departameto de

Odtdqga Restauradara, pdo airinhg padéiaa e atengia
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Ao findandrics do Biotério da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba — UNESP, Sr. Camilo, Joao e Odair pdoapdo eauxilio e pda
dediagio no tratamento dos aninmis,

Ao Departamento de Cirurgia e Clinica Integrada par ter me
pamitido utilizar o biaéiq possibilitandoa realizagio deste trabalha

A os maus alegas de trabalhg prafessares da disaplina de Odantpediatria e
Clinias Odantqpediatriais, do Curso de Odatdqga das Faaildades Inteoradas de
Santa FédoSul FUNEC, Ana Keila Bordon, Renato Manzari e Murilo
Sousa Guimardes, voas sio exenplas de profissianais na doanaa. Obrigado pda
foraa!

A Coxdenadoa e amign do Curso de Odaatdgga das Faaidades
Integradas de Santa Fé do Sul FUNEC, Professora Dra. Samita Ambar
Lins, drgado par aaaditar en mar trabalhg me dando qpartunidades ao maz
aesameanto praissianal. A dnmiro-te nuitq Obrigado par tudd

Aas Professares do Curso de Odmtdqga das Faaidades Integradas de
Santa Fé do Sul FUNEC, Prof.Dr.Ariovaldo Martins, Profa. Dra.
Ivana Maria Esteves Maciel, Prof. Dr. Takeu Ademar Furuse, Prof.
Dr. Arnaldo Santana e Profa. Dra. Claudia, par fazaeem parte da minha
vdh aadéania axno maus professares e hge aano meus aagas de doaaa... A prend
nito aam todes voass. Obrigadd

A todos meus colegas de trabalho da Disaplina de Estigo Extra
Mural, do Curso de Odantdqga das Faaildades Intcoradas de Santa FFé do Sul,
FUNEC Obtigadd

Aos funcionarios das Faaildades Interadas de Santa Fé do Sul,
FUNEC pdo arinho e tardda!
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Aos meus alunos do 5° Ano de Odontologia das Faculdades
Integradas de Santa I'é do Sul-FUNEC, mas principalmente a VIII
Turma de Odontologia FUNEC, o qual tive o grande presente de
ser escolhido por vocés como Nome de Turma. Nao vou esquecer
nunca tal homenagem, todos vods sio minhas grandes inspirages nas buscas
de maus sanhas e minha realizagio e doaenteSuaessos a voass, Doutares!

A erpresa Angelus® e i enpresa EGEO®, par terem adido s muteriais
para sacem utilizados 1cs expaimantcs.

A CAPES, pdo apao finanadro que viabilizou a realizagio deste trabalho
de pesquiisa.

A tados aqudes qug diraa au indiraamente antribuitam pata a realizagio

deste trabalhg os mxus sinaxcs agradedmentcs.

“Posso esquecer-me do rosto de alguém e do que ele me falou,

mas nio esquecerei o que este alguém me fez sentir”

Pasini
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Epiorafe

“Esaite aquda pequena vaz que van de dentro de voé
Se vodé nao vive a sua vidh anpleameants realizando as maas que julgou
mpartantes, dando sua antrbuigio unia para 0 mundg mnguan nuis itd fizéla

Sua ango norred am voe

Mutcs de ncs ja desacbriram o que tazer aam suas vichs INcs teros um

prapesito que éan do aatro do nasso sa. De algum nodg nassas vidas nuna eStario
anpletas a mencs que respandanis a este danmda Mas nos reaisanxs... "A quda
vazinha’ sussurta um sanha.. Mas, nmis tarde nmis dia mencs dia, nassa visio

axmeard a desapareay... Imarsa ma pratiadade..

Nas ncs arrastanos pdcs nuais altos ciminhas do entamisng sequindo s
autrcs. Busans o que os autras busem — anfartq seutang, dinharg pader,
praze. Nao estanxs sazinhas, nas sancs estranhas para o mdhar de ncs mesns.
Os ancs deixam rugas ma pee nas a perch de entusiasos deixa rugas na alnm. E
mpessivd dizer a alguém que aminho sequir. Samente voag, aom tranquitlichde e
humildade pade auvir a pequena vaz dentro de vaé Suaesso e fdiddade nio sio
nxtas distantes de saream apturachas e nanticas

“A anteaam addentalmente enquanto voié esta se realizanda”

Midhd Lynberg The Gift of Giving
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Intraducio Geral

Devido ao avango técnico e cientifico ao longo dos anos, a odontologia vem
buscando desenvolver recursos que aperfeicoem cada vez mais o atendimento ao
paciente. Neste sentido, a endodontia também vem sofrendo uma intensa evolugao
tanto no campo biolégico quanto nos procedimentos técnicos, buscando aprimorar
as propriedades dos materiais existentes ou o desenvolvimento de novos materiais
com caracteristicas mais adequadas.

Neste sentido, diversos estudos clinicos e laboratoriais vém sendo realizados
para potencializar o indice de sucesso obtido com o tratamento endodéntico, uma
vez que esta diretamente relacionado nao sé a execugao correta dos procedimentos
biomecéanicos como também ao emprego de materiais que apresentem propriedades
cada vez mais favoraveis.

Os materiais utilizados no tratamento endodéntico, por permanecerem em
contato direto com estruturas vitais, precisam ser biocompativeis para favorecer o
processo de reparo apropriado. Desta forma, ndo devem promover necrose tecidual
extensa nem influenciar negativamente as células envolvidas na reparagao tecidual,
de modo que nao atuem como um corpo estranho, induzindo ou perpetuando a
injuria tecidual.

Torna-se ainda necessario, que o material de escolha para o tratamento
endoddntico, apresente algumas propriedades fisico-quimicas que o viabilizem para
esse fim, promovendo um selamento marginal efetivo e se mantendo estavel na
presenca de umidade. No inicio da década de 90, a equipe de pesquisadores da

Universidade de Loma Linda, Califérnia — EUA idealizaram e desenvolveram um
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Introducio Geral -25

material com o objetivo de selar todas as comunicagdes entre o sistema de canais
radiculares e a superficie externa do dente. Este foi denominado de agregado
trioxido mineral ou MTA.

O MTA ¢é um material biocompativel, indutor de dentinogénese,
cementogénese e osteogénese, radiopaco, possuem ag¢ao antimicrobiana, promove
selamento adequado prevenindo microinfiliragdo bacteriana e infiltragdo de
endotoxinas. De forma geral, tem-se observado que o MTA apresenta propriedades
fisico-quimicas e biolégicas favoraveis, sendo amplamente empregado no
tratamento endoddntico. Por outro lado, apesar de suas inumeras caracteristicas
positivas, este material apresenta algumas dificuldades durante sua manipulagao,
um tempo de presa demorado e um tempo de trabalho relativamente curto, fatores
estes que poderiam, por sua vez, desestimular seu uso em algumas situagoes
clinicas.

Encontra-se atualmente disponivel no mercado odontolégico sob os nomes
comerciais de MTA ProRoot® (Dentsply) e Angelus MTA® (Angelus), ambos com
caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas semelhantes. Em 2003 foi lancado na
Argentina o CPM® (Cimento Portland Modificado), que se apresenta com
composicdo semelhante ao ProRoot® (Dentsply) e MTA-Angelus® (Angelus) e
mesmas propriedades fisico-quimicas e biolégicas. Contudo, segundo o fabricante,
foi acrescentado carbonato de calcio para que seu pH apds o endurecimento caia de
12,5 para 10,0, limitando assim, a necrose superficial do tecido adjacente e
permitindo a acdo da fosfatase alcalina. Na literatura, ndo se observam trabalhos
que comprovem biocompatibilidade do CPM® em nenhum modelo experimental.

Para tanto, antes da indicacao clinica, é necessario testar a biocompatibilidade deste
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novo material e nestes casos a utilizacdo de modelos experimentais “/n vivo’, como
o subcuténeo de ratos e “in vifro’, como cultura de células.

Desta forma o estudo foi dividido em 2 capitulos.No primeiro capitulo,
Avaliagdo da resposta tecidual dos Cimentos: Angelus MTA® Cinza e CPM®
(Cimento Portland Modificado). Analise Microscopica de Implantes em
Subcuténeos de Ratos.

No segundo capitulo “Avaliagéo da citotoxicidade do Angelus MTA® Cinza

e CPM® (Cimento Portland Modificado). Analise em cultura de fibroblastos”.

*As referéncias citadas na Introducdo Geral estdo expostas no anexo 4.
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Resuno

FARIA, MD. Avaliagdo da Resposta Tecidual dos Cimentos: Angelus MTA®
Cinza e CPM® Cimento Portland Modificado. Anélise Microscépica de
Implantes em Subcutédneos de Ratos. Aragatuba, 2010. 117 f. Tese (Doutorado
em Odontopediatria) — Faculdade de Odontologia, Campus de Aracatuba,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta tecidual do tecido subcutaneo de rato
ao implante de tubos de polietieno preenchidos com CPM® (Cimento Portland
Modificado) comparado com Angelus MTA®. Estes materiais foram colocados em
tubos de polietileno e implantados no tecido conjuntivo dorsal de ratos Wistar por 7,
15, 30, 60 e 90 dias. Os espécimes foram preparados para serem corados com HE,
Von Kossa ou nao corados para luz polarizada. Foi realizada analise %ualitativa e
quantitativa da reacao inflamatoria. Os materiais CPM® e Angelus MTA® causaram
reacado moderada no tempo experimental de 7 dias que diminuiu com o tempo. A
resposta foi similar entre os grupos Controle, CPM® e Angelus MTA® no tempo
experimental de 30 dias. Aos 60 e 90 dias todos os grupos foram semelhantes ao
Controle. Mineralizagdes e granulagdes birrefringentes a luz polarizada foram
observadas com ambos os materiais. Pode-se concluir que o CPM® apresentou
resposta tecidual semelhante ao Angelus MTA® inclusive com estimulagdo de
formacéao de tecido mineralizado.

Palavras-chave: MTA. Biocompatibilidade. Tecido conjuntivo.
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A bstraa

FARIA, MD. Evaluation of the Biocompatibility of Cement: Gray Angelus MTA
and CPM ® Microscopic analysis of subcutaneous implants in rats. Aracatuba,
2010. 117 f. Thesis (Doctorate in Dentistry) - Faculty of Dentistry, Campus de
Aracatuba, Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho ".

The aim of this study was to evaluate the tissue response of rat subcutaneous tissue
implantation of polyethylene tubes filed com CPM® (Portland Cement Modified)
compared with Angelus MTA ®. These materials were placed in polyethylene tubes
and implanted into dorsal connective tissue of rats by 7,15,30,60 and 90 days. The
specimens were prepared to be stained with HE, Von Kossa staining or without
starning for polarized light. It were performed qualitative and quantitative analysis of
reactions inflammatory. CPM materials ® and Angelus MTA ® caused a moderate
reaction in the experimental period of 7 days decreased with time. The response was
similar between control, CPM® and Angelus MTA ® in the experimental time of 30
days. At 60 and 90 days all groups were similar to control. Mineralization and
granulations birefringent to polarized light were observed with all materials. It was
possible that CPM® presented similar tissue response to Angelus MTA ® linduding
with mineralized tissue stimulation.

Keywords: MTA. Biocompatibility. Connective tissue.
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1.1 Intraducio

O material reparador endodontico ideal, deve aderir a estrutura dental, manter
um bom selamento, ser insoluvel, ndo reabsorviveis, radiopaco e apresentar boa
biocompatibilidade. Uma série de materiais tem sido utilizada para a obturagéo e
reparacdo de perfuragdes radiculares, mas nenhum foi capaz de satisfazer as
necessidades totais de um material ideal. (1)

O Agregado de trioxido mineral MTA, é um biomaterial que tem sido
amplamente investigado para aplicacées endoddnticas desde 1990, mas foi descrito
pela primeira vez na literatura cientifica odontologica em 1993 (2) e recebeu a
aprovagao pela Food and Drug Administration U.S, em 1998 (3). Estudos tém
demonstrado que o MTA promove reagdes teciduais favoraveis, caracterizada pela
auséncia de severa resposta inflamatoria, presenca de uma capsula fibrosa e
indugdo de reparo do tecido mineralizado (4,6). O MTA tem sido utilizado tanto para
aplicagbes cirurgicas e nao cirurgicas, para o preenchimento da extremidade
radicular, reparagdes de perfuragdes, capeamento pulpar direto e apicificagdes (4,8).
Comparado a outros materiais obturadores, o MTA tem boa capacidade de
selamento, biocompatibilidade e atividade antimicrobiana (9,12).

O p6 do MTA é misturado com agua estéril e recomenda-se que uma bolinha
de algodado umida deva ser temporiamente colocada em contato direto com o
material. Apdés a hidratacao, o MTA forma um gel coloidal que se solidifica a uma
estrutura dura em cerca de 3 a 4 horas (1,13,14) com a umidade dos tecidos
circunvizinhos,supostamente ajudando a reagao de fixagcao (5).0 MTA tem um PH

inicial de 10,2, que sobe para 12,5 trés horas apdés a sua manipulacao (1,14,15).0
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processo de presa do MTA é descrito como uma reagao de hidratacao do silicato tri
calcio (3Ca0,Si02) e silicato de bi calcio (2Ca0,Si02),que este ultimo é considerado
responsavel pelo desenvolvimento da dureza do material (1,13).Embora mais fragil
que os outros materiais utilizados para fins semelhantes, a forga compressiva do
MTA tem sido relacionada com o aumento na presenca de umidade de até 21
dias(1,14). Em 2001, a empresa Angelus Solucdes odontoldgicas introduziu um
MTA desenvolvido no Brasil, que é aparentemente idéntico ao desenvolvido por
Torabinejad e sua equipe(1,16,17).

Em 2004, o CPM@(Cimento de Portland Modificado Egeo SRL, Buenos Aires,
Argentina) foi desenvolvido, e se apresenta como uma versdo modificada do cimento
Portland. O pé também consiste em finas particulas hidrofilicas que forma um gel
coloidal na presenga de umidade, solidificando para formar um cimento duro em
uma hora (16,18). A presengca do carbonato de calcio é a diferenca mais
significativa, que pretende aumentar a liberagdo de ions calcio, e manter a
solubilidade, adeséo, fluidez e biocompatibilidade (19,20). O fabricante diz que sua
composicdo quimica € semelhante ao MTA, mas com a adicdo de carbonato de
calcio para reduzir o Ph 12,5-10, 0, apds a sua presa. Dessa forma, a necrose da
superficie em contato com o material é restrita. Embora o CPM © aparentemente
apresente caracteristicas positivas na sua utilizacao.

Assim o objetivo deste estudo foi a avaliacdo comparativa da reagao do tecido
conjuntivo subcutaneo de ratos ao CPM® (Cimento de Portland Modificado) (Egeo
SRL, Buenos Aires, Argentina) em comparagdo com Angelus MTA ®cinza (Angelus

Londrina Brasil).
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1.2 Prepasicio

A proposicao deste estudo foi avaliar quantitativamente e qualitativamente a
resposta tecidual frente ao implantes de tubos de polietileno preenchidos pelos
cimentos CPM® (Cimento Portland Modificado) e Angelus MTA® cinza em tecido

subcutaneo de ratos.

Max Douglas Faria — Doutorado Unesp



Capitulo I -39

Max Douglas Faria — Doutorado Unesp




Capltulo I — Material e Méodo -40

1.3 Material e Método

1.3.1 Animais

Para a realizacao deste trabalho, foram utilizados 30 ratos machos (Rattus,
norvegios, Albinus, Wistar), com idades aproximadas de 90 dias, pesando
aproximadamente 280g, sendo provenientes do biotério da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba UNESP.

Os animais foram mantidos em ambientes com temperatura entre 22° e 24°C,
com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro) e em gaiolas
coletivas, contendo cinco ratos por gaiola.

No interior das gaiolas havia cama de serragem, a qual foi trocada
diariamente. Esses animais foram alimentados antes e durante todo o periodo
experimental, com ragao sodlida triturada e agua “ad libitum”, exceto nas primeiras 12
horas pré e pés-operatorias.

Previamente ao inicio do experimento, o projeto de pesquisa foi submetido a
apreciacao do comité de ética no ensino e pesquisa em animal (CEEPA — Processo

n°2007-002901) aprovado em 31 de julho de 2008 (ANEXO 1).
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1.3.2 Materiais retrobturadores

Foram empregados os cimentos Angelus MTA® Cinza (Angelus Solugdes
Odontolégico-Londrina Parana) e CPM® (Cimento Portland Modificado - EGEO

S.R.L., Buenos Aires, Argentina)

1.3.3 CPM (Cimento Portland Modificado)

O cimento CPM apresenta embalagem composta por um frasco contendo 2
gramas de p6 e 1 frasco contendo 5 mililitros de solugéo fisiolégica estéril. A sua
férmula apresenta a seguinte composicao:

e Po6: didxido de silica, 6xido de potassio, alumina, trioxido de enxofre, dxido
de calcio, 6xido de bismuto, 6xido de magnésio, carbonato de calcio,
bioxido de silicio, trioxido de bismuto, sulfato de bario e residuos insolUveis
(silica cristalina, 6xido de calcio e sulfato de potassio e sodio).

e Liquido: solugéo fisioldgica estéril.

1.3.4 Cimento Reparador Angelus MTA® Cinza

O cimento Angelus MTA® apresenta embalagem composta por um frasco
contendo 1 grama de po e 1 frasco contendo 3 ml de agua destilada, além de uma
espatula para manipulagao.

A sua férmula apresenta a seguinte composigao:

e P4: didxido de silicio, 6xido de potassio, alumina, trioxido de enxofre, oxido de
sodio, trioxido de ferro, 6xido de calcio, trioxido de bismuto, 6xido de
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magnésio, e residuos insoluveis (silica cristalina, 6xido de célcio e sulfato de
potassio e sédio).

e Liquido: solucéo fisiologica estéril.

1.3.5 Tubos de polietileno

Noventa tubos de polietileno (Abbott Lab of Brazil, Sdo Paulo, SP, Brazil)
estéreis com 1,0mm de didmetro interno e 1,6mm de didmetro externo e 10,0mm de
comprimento foram utilizados em nossa pesquisa, sessenta tubos foram
preenchidos com os materiais testados. O Angelus MTA® Cinza e o CPM foram
preparados de acordo com as recomendacdes dos fabricantes e introduzidos nos
tubos com uma espiral lentulo (Maillefer Dentsply, Tulsa, OK). Trinta tubos de

polietileno permaneceram vazios e foram usados como controle.

1.3.6 Anestésico

Foram empregados como sedativos Dopaser (Laboratérios Calier AS,
Barcelona-Espanha) a base de xilazina (relaxante muscular, analgésico e sedativo)
na dosagem de 10mg/kg de peso corporal e como anestésico o Vertanacol (Fort
Dodge, lowa-EUA), a base de cloridrato de ketamina a 5% na dosagem de 25mg/Kg
de peso corporal.

A conduta anestésica seguiu a tabela peso/dosagem utilizada pela disciplina
de Endodontia da Faculdade de Odontologia de Aragatuba—UNESP - em

Experimentacao de animais (ANEXO 2).
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1.3.7 Procedimentos cirirgicos

A) Para a realizagdo das intervencbes cirurgicas, os animais foram
inicialmente pesados, sedados com injecéo intramuscular de Dopaser, e em seguida
anestesiados com Vertanacol. O periodo de trabalho com cada animal nao
ultrapassou 5 minutos e para nao haver necessidade de complementagao
anestésica.

B) Apds a anestesia, foi feita a tricotomia da regido dorsal e a lavagem da
area com a finalidade de se evitar contaminagdo do campo cirurgico pela presencga
de pélos. A anti-sepsia da area desprovida de pélos foi efetuada esfregando por dois
minutos com gaze em solugdo aquosa 10% de PVPI (Aster Produtos Médicos,
Sorocaba - Brasil). Em seguida, iniciou-se o procedimento cirurgico, fazendo-se uma
incisdo com lamina de bisturi numero 15 (Shangai — Méd. Sn Shangai — China.), no
dorso do animal, (tendo a coluna vertebral como linha média de marcagao). Apds a
divulsao do tecido subcuténeo para o lado esquerdo e direito um tubo contendo um
dos materiais foi colocado em cada bolsa e mais um tubo vazio a uma distancia de 2
cm do tubo ja implantado com auxilio de pinga reta. Assim, cada animal recebeu trés
tubos, dois com os materiais a serem testados (CPM® e Angelus MTA ©Cinza) e um
controle (tubo vazio). O tecido foi suturado com fio de seda (4,0) (Ethicon Inc., San
Angelo - EUA.) ndo reabsorvivel e anti-sepsia final, foi realizada com PVPI 10%.

Os animais foram acompanhados até se recuperarem da anestesia antes de

retornarem ao biotério.
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1.3.8 Grupos experimentais

De acordo com os materiais empregados e tempos pos-operatérios os 30 ratos
foram divididos em 3 grupos, sendo 2 grupos experimentais e 1 grupo controle.
Cada grupo experimental foi composto de 6 animais para cada tempo pds-operatério

(7,15,30,60 e 90 dias), distribuidos conforme a tabela 1:

Tabela 1: Divisao dos animais por 3 grupos

. 15 30 60 90
GRUPOS | MATERIAIS TUBO 7 dias e dias T dias
Angelus o
A MTA Polietileno 6 6 6 6 6
B CPM Polietileno 6 6 6 6 6
C Vazio Polietileno 6 6 6 6 6

1.3.9 Obtengdes das pegas

Os periodos de avaliagao foram de 7, 15, 30, 60 e 90 dias. A cada tempo
experimental, seis animais foram sacrificados por meio de uma dose excessiva de
anestésico (cloridrato de ketamina - Fort Dodge, lowa - EUA). Apds o sacrificio, foi
realizada novamente uma tricotomia da regiao dorsal, e anti-sepsia da area com
PVPI 10%. Logo apds, realizou-se uma nova incisdo com lamina de bisturi niumero
15, tendo a coluna vertebral como linha média de marcagdo, os tubos foram

localizados e removidos juntamente com os tecidos que os envolvem.
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1.3.10 Processamentos laboratoriais para analise histolégica

Os espécimes deste grupo foram lavados em agua corrente pelo periodo de 5
horas para remocdo da solucdo de fixacdo e desidratados em alcool em
concentragdes crescentes: alcool 70% pelo periodo de uma noite, no dia seguinte,
alcool 90% em 3 trocas de 30 minutos e alcool 95% em 3 trocas de 30 minutos.

Para o método de inclusdo em glicol metacrilato foi utilizado o Kit Historesin
(Leica, Germany), que é constituido de Solugédo A, Ativador e Solugédo B. As pecas
desidratadas foram entao, colocadas na Solugao A ativada e deixadas para infiltrar a
temperatura ambiente por 72 horas, quando foram levadas para inclusao.

Para inclusdo, moldes de plastico de 1,0 ml de capacidade foram cobertos
com uma camada de Teflon em “spray”, o que impede a adesao do glicol metacrilato
ao molde e controla o aquecimento durante a polimerizacdo. Os moldes foram
preenchidos pela solucéo de incluséo.

As pecas foram colocadas no interior dos moldes ja cobertos pelo Teflon para
0 preenchimento com a solugao de inclusdo. Cada molde foi coberto com resina
autopolimerizavel para evitar o contato do glicol metacrilato com o oxigénio do ar,
pois este dificulta a reacao normal da resina. Sob os moldes foi colocada uma barra
de gelo para que a reagao exotérmica possa ser controlada, desta forma, evita-se a
formacéao de bolhas no interior da resina.

Aguardar-se-a 2 horas para que a polimerizagdo se complete, depois os
blocos de glicol metacrilato contendo os espécimes foram cortados com lamina de
tungsténio em micrétomo comum na espessura de 3um, de forma longitudinal ao

longo eixo do tubo.
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Os cortes foram colocados diretamente sobre a lamina contendo uma gota de
agua deionizada para que espalhem sem necessidade de passar por agua quente e
sem necessidade de albumina para prendé-los a lamina. As secgbes foram coradas
pelo método de Hematoxilina e Eosina e Von Kossa com uma pequena modificacao,
ou seja, o tempo de permanéncia nas solugdes foi aumentado devido a maior
dificuldade do corante se difundir pela seccéo, haja vista que a resina nao é

removida durante o processo de coloragdo como é feito com a parafina.

1.3.11 Formas de anilise dos resultados

A analise histomorfologica qualitativa do processo inflamatério consistiu na
descricao dos fendbmenos inflamatérios observados microscopicamente nos cortes
teciduais representativos de cada grupo e tempos pds-operatorios.

A analise quantitativa foi realizada por meio da atribuicdo de escores,
graduando a importancia dos fendbmenos microscépicos observados separadamente.
Foram realizada a determinacdo das condigcbes microscépicas das estruturas
examinadas, em itens distintos, e avaliadas sob a forma de escores de 0 a 3, para
resposta inflamatéria. Capsula fibrosa sera considerada fina quando < 150um e
espessa quando > 150um. Necrose e formacao de calcificagdo foram registradas
como presente ou ausente. Possibilitando, dessa maneira, dados objetivos para uma

analise estatistica posterior.
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1.3.12 Formas de analise microscépica

A analise microscopica foi realizada com auxilio de um microscopio binocular
(Olympus Corporation Ina Plant, Ina — Japan.) e os resultados foram expostos por
meio de duas analises, sendo uma qualitativa e a outra quantitativa referente a cada

grupo e tempo pés-operatorio.

1.3.13 Analises qualitativas

A analise microscoépica qualitativa do processo inflamatério da reacgao tecidual
aos materiais retrobturadores consistiu na descricdo dos fendmenos observados em

cada grupo e tempos pds-operatérios.

1.3.14 Analises quantitativas

A analise quantitativa foi realizada por meio da atribuicdo de escores,
graduando a importancia dos fendbmenos microscopicos observados. A avaliagao se
deu sob a forma de escores de 1 a 3, possibilitando dessa maneira, dados para uma
analise estatistica posterior. Além disso, com o objetivo de avaliar a presenca de
mineralizacdo de cada material analisado, as laminas foram avaliadas pelos escores

sim (presenga) ou néo (auséncia de mineralizagao) (Tabela 2).
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Tabela 2: Escores utilizados na analise quantitativa

Escore Definigédo
Inferior a 10 células; capsula sem diferencia¢do da lateral; de 1 a 5 vasos sanguineos
1- Leve
na embocadura.
Entre 10 e 25 células; capsula ligeiramente mais espessa que a lateral; de 6 a 10 vasos
2- Moderado
sanguineos na embocadura.
is Superior a 25 células; capsula significantemente mais espessa que a lateral
- Severo
(desorganizagao do tecido); mais que 10 vasos sanguineos na embocadura.
) ) O critério de avaliagdo para a mineralizagdo, foi avaliado em cada lamina, e observado
Mineralizagdo

apenas a presenga ou nao presenga.

1.3.15 Anailises estatisticas

A avaliagdo microscopica dos cortes teciduais mais representativos de cada grupo e

tempo pos-operatoério foram realizados por dois observadores e os dados encontrados

foram submetidos a analise estatistica pelo teste de Kruskal Wallis.
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1.4 Resultades

1.4.1 Analises Qualitativas

1.4.1.1 Angelus MTA®

No 7° dia, um infiltrado celular inflamatorio moderado consistindo de linfécitos
e macrofagos estavam presentes na capsula fibrosa (Fig.1A). A intensidade da
inflamacao reduziu no 15°, 30°, 60° e 90° dias com uma capsula fibrosa fina préxima
do tubo e poucas células inflamatorias (Fig. 2A, Fig. 3A, Fig. 4A, Fig. 5A).
Granulagdes birrefringentes para luz polarizada e Von Kossa positivo foram
observadas préximas da abertura dos tubos (Fig.1B, Fig.1C, Fig. 2B, Fig.2C, Fig.3B,

Fig.3C, Fig. 4B, Fig.4C, Fig.5B, Fig.5C).
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Figura 1 — (A) Grupo MTA, H. E, 10X, 7 dias.(B) Grupo MTA, V.K., 10X, 7 dias.(C) MTA Luz
Polarizada, 10X, 7 dias.
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Figura 2 — (A) Grupo MTA, H. E, 10X, 15 dias. (B) Grupo MTA, V.K., 10X, 15 dias (C) Grupo
MTA, Luz Polarizada, 10X, 15 dias.
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Figura 3 —(A) Grupo MTA, H. E, 10X, 30 dias. (B) Grupo MTA, V.K., 10X, 30 dias (C) Grupo
MTA, Luz Polarizada, 10X, 30 dias
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Figura 4 —(A) Grupo MTA, H. E., 10X, 60 dias (B) Grupo MTA, V.K., 10X, 60 dias (C) Grupo
MTA, Luz Polarizada, 10X, 60 dias.
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Figura 5 —(A) Grupo MTA, H. E, 10X, 90 dias (B) Grupo MTA, V.K., 10X, 90 dias (C) Grupo MTA
Luz Polarizada, 10X, 90 dias.
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1.4.1.2 CPM

No 7° e 15° dias, um infiltrado celular inflamatério moderado consistindo de
linfécitos e macrofagos estavam presentes na capsula fibrosa (Fig. 6A, Fig.7A). A
intensidade da inflamacao e a espessura da capsula fibrosa foram reduzidas no 30°
dia, similar ao grupo Controle (Fig.8A). No 60° e 90° dias, poucas células
inflamatoérias crénicas consistindo de linfécitos, macrofagos, fibroblastos estavam
presentes na fina capsula fibrosa (Fig.9A, Fig.10A). Granulagdes birrefringentes para
luz polarizada e Von Kossa positivo foram observadas em intimo contato com o
CPM (Fig. 6B, Fig.6C, Fig. 7B, Fig.7C, Fig.9B, Fig.9C, Fig.10B, Fig.10C). Um fato
interessante foi a observacédo de invagiacdo de tecido para o interior do tubo para
muitos dos espécimes examinados denotando uma alta solubilidade do material

(Fig.8A, Fig.8B, Fig. 8C).
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Figura 6 —(A) Grupo CPM, H. E, 10X, 7 dias. (B) Grupo CPM, V.K., 10X, 7 dias (C) Grupo CPM
Luz Polarizada, 10X, 7 dias.
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Figura 7—(A) Grupo CPM, H. E, 10X, 15 dias (B) Grupo CPM, V.K., 10X, 15 dias.
(C) Grupo CPM Luz Polarizada, 10X, 15 dias.
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Figura 8 -(A) Grupo CPM, H. E, 10X, 30 dias. (B) Grupo CPM, V.K., 10X, 30 dias.
(C) Grupo CPM Luz Polarizada, 10X, 30 dias.
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Figura 9 —(A) Grupo CPM, H. E, 10X, 60 dias (B) Grupo CPM, V.K., 10X, 60 dias.
(C) Grupo CPM Luz Polarizada, 10X, 60 dias
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Figura 10 —(A) Grupo CPM, H. E, 10X, 90 dias. (B) Grupo CPM, V.K., 10X; 90 dias.
(C) Grupo CPM Luz Polarizada, 10X, 90 dias

Max Douglas Faria — Doutorado Unesp



Capitulo ] — Resultadks - 62

1.4.1.3 Controle (tubos vazios)

No 7° e 15° dias, um infiltrado celular inflamatério moderado consistindo de
linfécitos e macrofagos estavam presentes na capsula fibrosa (Fig. 11A, Fig.12A). A
capsula fiborosa em volta do tubo estava fina com poucas células inflamatérias
cronicas no 30°, 60° e 90° dias (Fig. 13A, Fig.14A, Fig. 15A). O grupo Controle ndo
foi positivo para coloracao de Von Kossa e nao foram observadas estruturas
birrefringentes para luz polarizada (Fig.11B, Fig.11C, Fig. 12B, Fig.12C, Fig.13B,

Fig.13C, Fig. 14B, Fig.14C, Fig.15B, Fig.15C)
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Figura 11 —A) Grupo Controle, H. E, 10X, 7 dias.( B) Grupo Controle, V.K., 10X, 7 dias
(C) Grupo Controle Luz Polarizada, 10X, 7 dias.
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Figura 12 —(A) Grupo Controle, H. E, 10X, 15 dias. (B) Grupo Controle, V.K., 10X, 15 dias
(C) Grupo Controle Luz Polarizada, 10X, 15 dias.
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Figura 13 —(A) Grupo Controle, H. E, 10X 30 dias (B) Grupo Controle, V.K., 10X, 30 dias
(C) Grupo Controle Luz Polarizada, 10X, 30 dias
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Figura 14 —(A) Grupo Controle, H. E, 10X, 60 dias (B) Grupo Controle, V.K., 10X, 60 dias
(C) Grupo Controle Luz Polarizada, 10X, 60 dias
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Figura 15 —(A) Grupo Controle, H. E, 10X, 90 dias (B) Grupo Controle, V.K., 10X, 90 dias
(C) Grupo Controle Luz Polarizada, 10X, 90 dias.
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1.4.1.4 Analise quantitativa

Comparagéao entre os grupos

Os dados foram comparados em cada periodo experimental e estdo
presentes na Tabela 3:

Tabela 3: Comparac¢ao entre os grupos.

MATERIAL
SCORE
TEMPO
0 1 2 3 Calcificagdo
7 dias
MTA 0 0 100 0 100
CPM 0 0 100 0 100
Controle 0 0 100 0 0
15 dias
MTA 0 100 0 0 100
CPM 0 0 100 0 100
Controle 0 0 100 0 0
30 dias
MTA 0 100 0 0 100
CPM 0 90 10 0 100
Controle 0 90 10 0 0
60 dias
MTA 0 100 0 0 100
CPM 0 100 0 0 100
Controle 0 100 0 0 0
90 dias
MTA 0 100 0 0 100
CPM 0 100 0 0 100
Controle 0 100 0 0 0
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7 Dias
Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os escores dos
diferentes grupos (media do escore de 2) (P>0.05).
15 Dias
Houve diferenga estatisticamente significante entre o numero de células
inflamatérias do Angelus® MTA e dos outros grupos (media do escore de 2)
(P<0.05).
30 Dias
Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os escores dos
diferentes grupos (media do escore de 1) (P>0.05).
60 Dias e 90 Dias
Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os escores dos

diferentes grupos (média do escore de 1). (P>0.05).
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1.5 Disaissao

As propriedades fisicas, capacidade de selamento, biocompatibilidade e
desempenho clinico do MTA tém sido avaliados através de estudos clinico e
laboratoriais. O MTA nao é apenas biocompativel, mas também apresenta um
desempenho biolégico quando utilizado para selamento radicular, reparos de
perfuracdes, pulpotomias e tratamentos de apicificagdes (27).

As reacbes aos tubos vazios neste estudo provocaram reagdes nos tecidos
conjuntivos, demonstrando assim resultados semelhantes a outros trabalhos na
literatura previamente relatados (22, 26,28).

Neste estudo o Angelus MTA® cinza apresentou resposta inflamatéria cronica
moderada aos 7 dias pos operatoério,reagado que reduziu ao tempo,sendo observado
através de uma capsula fibrosa fina que envolve todo o tubo.Durante todos os
periodos de tempo,areas de Von Kossa possitivas para calcio e de estruturas
birrefringentes a luz polarizada foram observadas para todas as amostras,que foram
semelhantes aos resultados previamente ja relatados(6,29).

O MTA tem 6xido de calcio e fosfato de calcio em sua formulacéo. O 6xido de
calcio pode reagir com agua ou fluidos do tecido, formando hidréxido de calcio, que
em contato com a agua, se dissociam em ions calcio e hidroxila. Os ions calcio
reagem com o didxido de carbono nos tecidos e carbonato de calcio formando
granulagdes presentes como cristais de calcita birrefringentes a luz polarizada (24),
0 que estimularia a deposic¢ao de tecido duro.

Segundo o fabricante o CPM®tem propriedades semelhantes em relagao ao

MTA e mesma indicagao clinica (2). Neste estudo, os resultados observados com
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CPM® foram similares aos dos grupos controle e MTA, mostrando uma resposta
inflamatéria crénica moderada nos periodos iniciais, que reduziu com o tempo Areas
de Von Kossa positivas e estruturas birrefringentes sob luz polarizada, também
foram observadas mostrando que este material estimulou a formacao de tecido
mineralizado no tecido subcutaneo de ratos observados também no MTA (24). Um
fato interessante observado neste estudo foi que muitos dos espécimes examinados
apresentaram a invaginagado do tecido para o interior dos tubos, demonstrando
assim uma alta solubilidade do material. Um material com alta solubilidade, ndo é
adequado ao tratamento endodontico, pois tal caracteristica promove o insucesso do
tratamento endodontico. O resultado de solubilidade tem relagdo com resultados
anteriores, que mostrou pior selamento do CPM®em relacdo ao Angelus MTA®cinza
quando usado como plug apical (16).

Em conclusdo, os resultados observados com o CPM® foram semelhantes
aos encontrados pelo Angelus MTA® cinza, exceto os relacionados com a
solubilidade. Outros estudos sao necessarios para melhor analisar o comportamento

deste material.

Max Douglas Faria — Doutorado Unesp



Capitulo I — Disaissio-73

Max Douglas Faria — Doutorado Unesp




Capitulo I — Candusao - 74

1.6 Condusao

Concluiu-se com base na metodologia empregada que:

1- O CPM® obteve resposta tecidual semelhante em relacdo ao Angelus

MTA® cinza.

2- O Angelus MTA ®cinza e CPM demonstraram areas de mineralizagao.

3- O CPM® permitiu a invaginagdo dos tecidos para o interior do tubo

denotando uma alta solubilidade do material.
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Avaliacao da citotoxicidade do Aﬁge]us
MTA® Cinza e CPM® Cimento Portland

Modificado. Anilise em cultura de

tfibroblastos.
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Resuno

FARIA, MD. Avaliagéo da Citotoxidade do Angelus MTA® Cinza e CPM® Cimento
de Portland Modificado. Anélise em cultura de fibroblastos. Aracatuba, 2010.
117 f. Tese (Doutorado em Odontopediatria) — Faculdade de Odontologia, Campus
de Aragatuba, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do CPM (EGEO SRL, Buenos Aires,
Argentina) uma nova férmula de cimento Portland comparando-a com o Angelus
MTA (Angelus Londrina, Brasil) sobre a viabilidade celular e a producéo de citocinas
(interleucina IL-6 e IL-1B) por fibroblastos de camundongos. Material e Métodos:
Foram inseridas placas de cultura Millipore com tubos de polietileno preenchidos
com os materiais em 24 pogcos com cultura de células de fibroblastos de
camundongo. Células cultivadas apenas com tubos de polietileno vazios foram
utilizadas como controle. Apds 24 horas, o ensaio MTT foi utilizado para avaliar a
viabilidade celular. Para dosagem de citocinas, fibroblastos de camundongo foram
incubados por 24hs em placas de fundo liso com discos dos materiais fixados na
parte inferior. Células cultivadas sem os discos de material serviram de controle
negativo. Apos 24 horas de incubagao, meio de cultura foi coletado para avaliagcao
de citocinas, utilizando um ensaio de Elisa. Os dados foram analisados
estatisticamente pela analise de variancia e correcdo de Bonferroni. Resultados:
CPM® e Angelus® MTA né&o inibiram a viabilidade celular. Ambos os materiais
induziram a liberagcao de IL-6 e IL-1B, mas a quantidade nao foi estatisticamente
significante em relacdo ao grupo controle.

Palavras-chave: cultura celular; citocinas, citotoxicidade; MTA; CPM
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A bstraa

FARIA, MD Effects of Retrograde Filling Materials on Fibroblast Viability and
Cytokine Production. Aracatuba, 2010. 117 f. Thesis (Doctorate in Dentistry) -
Faculty of Dentistry, Campus de Aracgatuba, Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho ".

The aim of this study was to investigate the effects of CPM (EGEO SRL, Buenos
Aires, Argentina) a new Portland formulation comparing it to Angelus MTA (Angelus,
Londrina, Brazil) on cell viability and cytokine (interleukin IL-18 and IL-6) production
by mouse fibroblasts. Methods: Millipore culture plate inserts with polyethylene tubes
filed with materials were placed into 24-well cell culture plates with mouse
fibroblasts. Cells cultured with only empty polyethylene tubes were used as the
control. After 24 hours, 3-(4,5- dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide
assay was used to evaluate the cell viability. For cytokine assay, mouse fibroblasts
were incubated in 24- well flat-bottom plates with set material disks at the bottom.
Cells cultured without the material disks served as the negative control. After 24
hours of incubation, culture media were collected for cytokine evaluation by using an
enzyme-linked immunosorbent assay. The data were statistically analyzed by
analysis of variance and Bonferroni correction. Results: CPM and Angelus MTA did
not inhibit the cell viability. Both materials induced IL-6 and IL-1B releasing but the
amount was not statistically significant compared with the control group.
Conclusions: Both materials were not considered cytotoxic in fibroblast culture.

Key Words: Cell culture; cytokine; cytotoxicity; MTA; CPM
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2.1 Intraducio

O agregado de trioxido mineral (MTA) foi desenvolvido por Torabinejad no
inicio de 1990, o primeiro estudo sobre esse material foi publicado por Lee et al. (1).
Os principais componentes do MTA sao: oxido tricalcico, silicato tricalcico, oxido de
bismuto, aluminato tricalcico, aluminoferrite tetracalcium e 6xido de silicato e foi
criado para ser utilizado em perfuragcdes patoldgicas ou iatrogénicas da raiz.
Atualmente é considerado o material de escolha para o reparo de perfuracées de
raiz (1, 2, 3, 4, 5).

Estudos tém demonstrado que o MTA promove reacgdes teciduais favoraveis
que se caracterizam pela auséncia de resposta inflamatoéria, a presenca de uma
capsula fibrosa, e a indugao de formagao de tecido de reparagéo mineralizado (6-8).
No entanto, o MTA tem propriedades de trabalho que nado sao ideais. O cimento
resultante da mistura do pé com a agua é dificil de manipular (9), e seu tempo de
presa foi de quase 3 horas, enquanto o tempo de trabalho inferior a 4 minutos (10).
Umidade adicional é também necessaria para ativar a presa do cimento (9,11).

Em 2004, o CPM® foi desenvolvido na Argentina (Egeo SRL, Buenos Aires,
Argentina), que é indicado para ser semelhante ao MTA. O p6 também consiste em
finas particulas hidrofilicas que formam um gel coloidal, na presenca de umidade,
solidificando e tomando presa em uma hora. Os principais componentes sao silicato
tricalcico, oxido tricalcico, aluminato tricalcico e outros oxidos (3). No entanto,

segundo o fabricante, ele foi adicionado carbonato de calcio para reduzir o Ph apds
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a presa 12,5 para 10,0 visando limitar a necrose da superficie, mas permitindo a
acao da fosfatase alcalina.

Ha alguns modelos experimentais utilizados para avaliar a biocompatibilidade
dos materiais endoddnticos, tais como cultura de células (12), que tem a vantagem
de ser relativamente barato e rapido (13) e pode ser determinada com a realidade e
reprodutibilidade (14). No entanto, ndo ha estudos na literatura avaliando a
viabilidade celular e produgédo de citocinas induzida pelo CPM®. Assim, o objetivo
deste estudo foi determinar os efeitos do CPM® e Angelus MTA® na viabilidade
celular em fibroblastos e para avaliar os efeitos desses materiais sobre a liberagao

de IL-6 e IL-1B.
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2.2 Praposicio

Avaliar a citotoxicidade e a producdo de citocinas (IL-1B e IL-6) por

fibroblastos de camundongos estimulados pelos cimentos CPM® e Angelus MTA®.
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2.3 Material e Meétado

2.3.1 Cultura de Células

Fibroblastos de camundongos (L929) foram cultivados em meio Dubelccos
Modified Eagle suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO BRL,
Gaithersburg, MD), estreptomicina, (50 mg / ml) e 1% de antibidtico/ coquetel
antimicotico (300U/ml, 300mg/ml estreptomicina, 5mg/ml anfotericina 100 g / ml) sob

condigdes padrao de cultivo celular (37°C, 100% de umidade, 95% de ar e 5% CO,).

2.3.2 Material de Teste

Os materiais utilizados neste estudo foram a CPM (Cimento de Portland
Modificado - Egeo SRL, Buenos Aires, Argentina) e Angelus MTA (Angelus,
Londrina, Brasil). Os materiais testados foram preparados de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

2.3.3 Ensaio de Citotoxicidade

Fibroblastos (L929) foram semeados nas placas de 24 pocos (3x10* células
ml / por pogo). As células foram incubadas por 24 horas em uma atmosfera de ar
umidificado de 5% de CO, a 37 ° C. Os materiais de teste foram colocados em tubos
de polietileno (Bard, CR; Bard LTDA Irlanda, Galway, Irlanda), com 1,1 mm de
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diametro interno e 10-mm de comprimento e inseridos na cultura de fibroblastos.
Seis pocos foram utilizados para cada material, e um tubo vazio foi utilizado como
controle. A exposi¢cao de culturas de células foi realizada por meio de exposicao
apos 24 horas. Células viaveis foram coradas com corante formazan (3 - [4,5-
dimetiltiazol-2-yl] -2,5-difenil brometo tetrazolium) (MTT) (Sigma Chemical Co, St
Louis, MO). MTT foi dissolvido em tampao de fosfato salina a 5 mg / mL e filtrado, a
fim de esterilizar e remover uma pequena quantidade de residuo insoluvel. Apds o
tempo indicado, a solugdo de MTT (20 ml por meio de 180 ml) foi adicionada a todos
0s pogos de um ensaio, e as placas foram incubadas a 37 ° C por 4 horas. O meio
foi entdo removido por inversdao da placa e do despejo de 200 ml de alcool
isopropilico, que foi adicionado aos pocos e misturado durante 30 minutos para
dissolver os cristais azul-escuros. A solucado de azul foi transferida para uma placa
de 96 pogos e a absorbancia foi lida no espectrofotdmetro através da utilizagdo de

um teste de comprimento de onda de 570 nm (15).

2.3.4 Ensaio de Citocinas

Para o ensaio de citocinas, os materiais testados foram inseridos nos pogos
de 24 placas de fundo chato (Corning) e condensado até atingirem
aproximadamente 1 mm de espessura e com 0 mesmo didmetro dos pogos. O
material foi deixado tomar presa por 2 semanas em meio de cultura de células a 37 °
C. O meio era trocada diariamente durante este periodo.

Fibroblastos L929 foram semeados nos pogos (106 células ml / por pogo)
contendo os materiais ao fundo. As placas foram incubadas por 24 horas. Apds a

incubacao, os meios de cultura foram coletados e analisados para IL-1B e IL-6 por
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ELISA (R & D Systems, Inc, Minneapolis, Minn). Pogos sem material, mas com

culturas de células serviram como controle.

2.3.5 Anjlise Estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente pela analise de variancia

com corregao de Bonferroni (p <0,05).
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2.4 Resultades

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) revelou que a média dos niveis de IL-6 (pg
ml) foram mais elevados quando as células foram cultivadas na presenca de CPM® e
Angelus® MTA do que no controle para 24 horas, mas sem diferenca
estatisticamente significativa (Fig. 1). A liberagao de IL-1f3 foi maior do que o controle
para o Angelus® MTA e CPM®, mas com diferenga estatisticamente significativa (Fig.
2). Ap6s 24 horas, CPM® e Angelus® MTA produziram um ligeiro efeito citotoxico,

mas nao inibiu a viabilidade das células (Fig. 3).

Figura 1: Os niveis médios de IL-6 foram levantados quando as células foram cultivadas na
presenca dos materiais. Nao houve diferenca estatisticamente significativa (p> 0,05) entre os

grupos experimentais € o grupo controle.
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Figura 2: Houve comparagdo dos niveis de IL - 1B entre os grupos experimentais e o grupo

controle. (P> 0,05).

Figura 3: Viabilidade de fibroblastos ndo foi estatisticamente diferente (p <0,05) entre os

grupos experimentais € o grupo controle.
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2.5 Disaissao

Materiais endodonticos devem ser biocompativeis e ter propriedades fisico-
quimicas satisfatorias. Os efeitos toxicos dos materiais utilizados para a terapia
endoddntica s&o particularmente preocupantes, uma vez que pode causar
degeneracdo do tecido periapical e atraso da cicatrizacdo (16).
Neste estudo, a viabilidade celular foi determinada pelo MTT com base na
capacidade das enzimas desidrogenase mitocondrial em células vivas para
converter os anéis de tetrazélium da solugdo de MTT formando cristais de formazan
que possuem coloracdo violeta. As vantagens deste método sdo a simplicidade,
rapidez e precisdo. Além disso, ele ndo necessita de radioisétopos (15,17). As
analises estatisticas dos dados do teste MTT n&o mostraram diferenga significativa
para o CPM em 24 horas. Os resultados do presente estudo concordam com os
anteriores que mostraram que o MTA nao foi citotdxico (18-21).

Caracteristicas referentes ao CPM®, segundo o fabricante, este material tem
similares ou melhores caracteristicas fisicas, quimicas e bioldégicas em relagdo ao
MTA, com as mesmas indicagdes clinicas (22). Neste estudo, a citotoxicidade do
CPM® nao foi estatisticamente diferente do MTA. O resultado pode ser explicado
pela similaridade na composicdo do CPM® e do MTA a base de cimento de Portland
e a reducgao do pH 12,5-10,0 nao afetou a viabilidade celular.

A sintese de citocinas é complexa, e sua expressdo e os efeitos sao
governados por varios fatores, incluindo outras células e mediadores quimicos (23).

Estudos anteriores mostraram que o MTA estimulou a producdo de IL-18 por
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osteoblastos (24-26). IL-1B é uma citocina que medeia & reabsorcdo 6ssea. E
sintetizado por varias células e macréfagos perto da reabsorcdo éssea e os
osteoclastos (27). Neste estudo, todos os materiais induziram a liberagao de IL-
1B, mas a quantidade nao foi estatisticamente diferente do grupo controle. Por
outro lado o IL-6 é uma citocina que medeia a lesao e infec¢ao, e é secretado
durante o processo de inflamatério, a fim de regulamentar os varios aspectos
da resposta imune, a fase aguda da reagdo e os controle de infecgéo
hematopoese (28). Animais depletados de IL-6 mostraram maiores lesdes
periapicais do que os camundongos normais (28). Segundo os resultados,
todos os materiais induziram liberacdo de IL-6, mas a quantidade nao foi
estatisticamente diferente do grupo controle, que mostra que eles podem
desempenhar um papel importante no controlo da inflamacéo e promover o

processo de cicatrizacao (5).
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2.6 Condusao

Foi possivel concluir que o CPM® e Angelus® MTA cinza n&o inibiram a
viabilidade de fibroblastos L929. Todos os materiais induziram a liberagao de
IL-18 e IL-6, mas a quantidade nao foi estatisticamente diferente do grupo

controle.
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Anexo !

Carissao de &1
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Anexo?2

A nestésias para ratcs

Tabela de peso/dosagem utilizada pela disciplina de Endodontia da Faculdade de

Odontologia de Aragatuba—UNESP - em Experimentacdo de animais para conduta

anestésica.
Anestésicos Peso Dose normal Dose maior

Xilazina (Coopazine) 175¢g 0,06 0,08
Quetamina (Vetaset) 225¢ 0,14 0,16
Xilazina (Coopazine) 226¢g 0,08 0,1

Quetamina (Vetaset) 275¢ 0,18 0,2

Xilazina (Coopazine) 276g 0,09 0,11
Quetamina (Vetaset) 325¢g 0,21 0,23
Xilazina (Coopazine) 326g 0,11 0,13
Quetamina (Vetaset) 375¢g 0,24 0,26
Xilazina (Coopazine) 376g 0,12 0,14
Quetamina (Vetaset) 415¢ 0,28 0,30
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Anexo3

Proedmentcs arirgass

Figura 1: Tricotomia da regido cirurgica Figura 2: Antisepsia

Figura 3: Incisdo da area cirurgica Figura 4: Incisdo da area cirurgica

Figura 5: Sutura
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Anexob

Narnms para publiagio

Writing an effective article is a challenging assignment. The following
guidelines are provided to assist authors in submitting manuscripts.

1. The JOE publishes original and review articles related to the scientific and
applied aspects of endodontics. Moreover, the JOFE has a diverse readership that
includes full-time clinicians, full-time academicians, residents, students and
scientists. Effective communication with this diverse readership requires careful
attention to writing style.

2. General Points on Composition Authors are strongly encouraged to analyze
their final draft with both software (e.g., spelling and grammar programs) and
colleagues who have expertise in English grammar. References listed at the end
of this section provide a more extensive review of rules of English grammar and
guidelines for writing a scientific article. Always remember that clarity is the
most important feature of scientific writing. Scientific articles must be clear and
precise in their content and concise in their delivery since their purpose is to
inform the reader. The Editor reserves the right to edit all manuscripts or to
reject those manuscripts that lack clarity or precision, or have unacceptable
grammar. The following list represents common errors in manuscripts submitted
to the JOE:

a. The paragraph is the ideal unit of organization. Paragraphs typically start with an
introductory sentence that is followed by sentences that describe additional detail or
examples. The last sentence of the paragraph provides conclusions and forms a
transition to the next paragraph.Common problems include one-sentence paragraphs,
sentences that do not developthe theme of the paragraph (see also section “c”, below),
or sentences with little to no transition within a paragraph.

b. Keep to the point. The subject of the sentence should support the subject of the
paragraph. For example, the introduction of authors’ names in a sentence changes the
subject and lengthens the text. In a paragraph on sodium hypochlorite, the sentence, “In
1983, Langeland et al., reported that sodium hypochlorite acts as a lubricating factor
during instrumentation and helps to flush debris from the root canals” can be edited to:
“Sodium hypochlorite acts as a lubricant during instrumentation and as a vehicle for
flushing the generated debris (Langeland et al, 1983)”. In this example, the
paragraph’s subject is sodium hypochlorite and sentences should focus on this subject.

c. Sentences are stronger when written in the active voice, i.e., the subject performs the
action. Passive sentences are identified by the use of passive verbs such as “was,”
“were,” “could,” etc. For example: “Dexamethasone was found in this study to be a
factor that was associated with reduced inflammation”, can be edited to: “Our results
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demonstrated that dexamethasone reduced inflammation”. Sentences written in a direct
and active voice are generally more powerful and shorter than sentences written in the
passive voice.

d. Reduce verbiage. Short sentences are easier to understand. The inclusion of
unnecessary words is often associated with the use of a passive voice, a lack of focus or
run-on sentences. This is not to imply that all sentences need be short or even the same
length. Indeed, variation in sentence structure and length often helps to maintain reader
interest. However, make all words count. A more formal way of stating this point is that
the use of subordinate clauses adds variety and information when constructing a
paragraph.(This section was written deliberately with sentences of varying length to
illustrate this point.)

e. Use parallel construction to express related ideas. For example, the sentence,
“Formerly, Endodontics was taught by hand instrumentation, while now rotary
instrumentation is the common method”, can be edited to “Formerly, Endodontics was
taught using hand instrumentation; now it is commonly taught using rotary
instrumentation”. The use of parallel construction in sentences simply means that
similar ideas are expressed in similar ways, and this helps the reader recognize that the
ideas are related.

f. Keep modifying phrases close to the word that they modify. This is a common
problem in complex sentences that may confuse the reader. For example, the statement,
“Accordingly, when conclusions are drawn from the results of this study, caution must
be used”, can be edited to “Caution must be used when conclusions are drawn from the
results of this study”.

g. To summarize these points, effective sentences are clear and precise, and often are
short, simple and focused on one key point that supports the paragraph’s theme.

General Points on the Organization of Original Research Manuscripts

a. Title Page: The title should describe the major conclusion of the paper. It
should be as short as possible without loss of clarity. Remember that the title is your
advertising billboard—it represents your major opportunity to solicit readers to spend the
time to read your paper. It is best not to use abbreviations in the title since this may lead
to imprecise coding by electronic citation programs such as PubMed (e.g., use “sodium
hypochlorite” rather than NaOC]l). The author list must conform to published standards
on authorship (see authorship criteria in the Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals at (www.icmje.org).

b. Abstract: The abstract should concisely describe the purpose of the
study, the hypothesis, methods, major findings and conclusions. The
abstract should describe the new contributions made by this study. The
word limitations (150 words) and the wide distribution of the abstract
(e.g., PubMed) make this section challenging to write clearly. This
section often is written last by many authors since they can draw on the
rest of the manuscript. Write the abstract in past tense since the study has
been completed. Three to ten keywords should be listed below the
abstract.
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c. Introduction: The introduction should briefly review the pertinent
literature in order to identify the gap in knowledge that the study is
intended to address. The purpose of the study, the tested hypothesis and
its scope should be described. Authors should realize that this section of
the paper is their primary opportunity to establish communication with
the diverse readership of the JOE. Readers who are not expert in the
topic of the manuscript are likely to skip the paper if the introduction
fails to provide sufficient detail. However, many successful manuscripts
require no more than a few paragraphs to accomplish these goals.

d. Material and Methods: The objective of the methods section is to
permit other investigators to repeat your experiments. The three
components to this section are the experimental design, the procedures
employed, and the statistical tests used to analyze the results. The vast
majority of manuscripts should cite prior studies using similar methods
and succinctly describe the particular aspects used in the present study.
The inclusion of a “methods figure” will be rejected unless the procedure
is novel and requires an illustration for comprehension. If the method is
novel, then the authors should carefully describe the method and include
validation experiments. If the study utilized a commercial product, the
manuscript should state that they either followed manufacturer’s protocol
or specify any changes made to the protocol. Studies on humans should
conform to the Helsinki Declaration of 1975 and state that the
institutional IRB approved the protocol and that informed consent was
obtained. Studies involving animals should state that the institutional
animal care and use committee approved the protocol. The statistical
analysis section should describe which tests were used to analyze which
dependent measures; p-values should be specified. Additional details
may include randomization scheme, stratification (if any), power
analysis, drop-outs from clinical trials, etc.

e. Results: Only experimental results are appropriate in this section (i.e.,
neither methods nor conclusions should be in this section). Include only
those data that are critical for the study. Do not include all available data
without justification, any repetitive findings will be rejected from
publication. All Figs./Charts/Tables should be described in their order of
numbering with a brief description of the major findings.

Figures: There are two general types of figures. The first type of figure includes
photographs, radiographs or micrographs. Include only essential figures, and even if
essential, the use of composite figures containing several panels of photographs is
encouraged. For example, most photo-, radio- or micrographs take up one column-
width, or about 185 mm wide X 185 mm tall. If instead, you construct a two columns-
width figure (i.e., about 175 mm wide X 125 mm high when published in the JOE), you
would be able to place about 12 panels of photomicrographs (or radiographs, etc.) as an
array of four columns across and three rows down (with each panel about 40 X 40
mm). This will require some editing on your part given the small size of each panel, you
will only be able to illustrate the most important feature of each photomicrograph.
Remember that each panel must be clearly identified with a letter (e.g., “A”, “B”, etc.),
in order for the reader to understand each individual panel. Several nice examples of
composite figures are seen in recent articles by Chang, et al, (JOE 28:90, 2002),
Hayashi, et al, (JOE 28:120, 2002) and by Davis, et al (JOE 28:464, 2002). At the
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Editor’s discretion, color figures may be published at no cost to the authors. However,
the Editor is limited by a yearly allowance and this offer does not include printing of
reprints.

The second type of figure are graphs (i.e., line drawings) that plot a dependent measure
(on the Y axis) as a function of an independent measure (usually plotted on the X axis).
Examples include a graph depicting pain scores over time, etc. Graphs should be used
when the overall trend of the results are more important than the exact numerical values
of the results. For example, a graph is a convenient way of reporting that an ibuprofen
treated group reported less pain than a placebo group over the first 24 hours, but was the
same as the placebo group for the next 96 hours. In this case, the trend of the results is
the primary finding; the actual pain scores are not as critical as the relative differences
between the NSAID and placebo groups.

Tables: Tables are appropriate when it is critical to present exact numerical values.
However, not all results need be placed in either a table or figure. For example, the
following table may not necessary:

% NaOCI1N/Group| % Inhibition of Growth

0.001 5 0
0.003 5 0
0.01 5 0
0.03 5 0

0.1 5 100

0.3 5 100

1 5 100

3 5 100

Instead, the results could simply state that there was no inhibition of growth from 0.001-
0.03% NaOCl, and a 100% inhibition of growth from 0.03-3% NaOCIl (N=5/group).
Similarly, if the results are not significant, then it is probably not necessary to include
the results in either a table or as a figure. These and many other suggestions on figure
and table construction are described in additional detail in Day (1998).

f. Discussion: The conclusion section should describe the major
findings of the study. Both the strength and weaknesses of the
observations should be discussed. What are the major conclusions of the
study? How does the data support these conclusions? How do these
findings compare to the published literature? What are the clinical
implications? Although this last section might be tentative given the
nature of a particular study, the authors should realize that even
preliminary clinical implications might have value for the clinical
readership. Ideally, a review of the potential clinical significance is the
last section of the discussion.

g. References: The reference style follows Index Medicus and can
be efficiently learned from reading past issues of the JOE. Citations are
placed in parentheses at the end of a sentence or at the end of a clause
that requires a literature citation. Do not use superscript for references.
Original reports are limited to 35 references. There are no limits in the
number of references for review articles.
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4. Page Limitations for Manuscripts in the Category of Basic
Science/Endodontic Techniques

a. What is the limitation? Original research reports in the category of
basic science/endodontic techniques are limited to no more than 2,000
words (total for the abstract, introduction, methods, results and
conclusions), and a total of three Figs./Charts/Tables. If a composite
figure is used (as described above), then this will count as two of the
three permitted Figs./Charts/Tables.

b. Does this apply to me? Manuscripts submitted to the JOE can be
broadly divided into several categories including review articles, clinical
trials (e.g., prospective or retrospective studies on patients or patient
records, or research on biopsies excluding the use of human teeth for
technique studies), basic science/biology (animal or culture studies on
biological research related to endodontics, or relevant pathology or
physiology), and basic science/techniques (e.g.,
stress/strain/compression/strength/failure/composition studies on
endodontic instruments or materials). Manuscripts submitted in this last
category are the only category subject to these limitations. If you are not
sure whether your manuscript falls within this category please contact
the Editor by e-mail at jendodontics@uthscsa.edu.

c. Why page limitations? Most surveyed stakeholders of the JOE desire
timely publication of submitted manuscripts and an extension of papers
to include review articles and other features. To accomplish these goals,
we must reduce the average length of manuscripts since increasing the
JOE s number of published pages is prohibitively expensive. Although a
difficult decision, restricting this one category of manuscripts
accomplishes nearly all of these goals since ~40-50% of published
papers are in this category.

d. How do I make my manuscript fit these limitations? Adhering to the
general writing methods described in these guidelines (and in the
resources listed below) will help to reduce the size of the manuscript.
Authors are encouraged to focus on only the essential aspects of the
study and to avoid inclusion of extraneous text and figures. The Editor
will reject manuscripts that exceed these limitations.

2. Available Resources:

Strunk W, White EB. The Elements of Style. Allyn & Bacon, 4th ed, 2000,
ISBN 020530902X

a. Day R.. How to Write and Publish a Scientific Paper. Oryx Press, 5th ed.
1998. ISBN 1-57356-164-9

b. Woods G. English Grammar for Dummies. Hungry Minds:NY, 2001 (an
entertaining review of grammar)

c. Alley M. The Craft of Scientific Writing. Springer, 3rd edition 1996 SBN
0-387-94766-3.

Alley M. The Craft of Editing. Springer, 2000 SBN 0-387-98964-1.

Max Douglas Faria — Doutorado Unesp



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	DADOS CURRICULARES
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	SUMÁRIO
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	INTRODUÇÃO
	1. AVALIAÇÃO DA RESPOSTA TECIDUAL DOS CIMENTOS:
	Resumo
	Abstract
	1.1 Introdução
	1.2 Proposição
	1.3 Material e Método
	1.4 Resultados
	1.5 Discussão
	Conclusão
	Referências

	2. AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE DO ÂNGELUS MTA CINZA E CPM CIMENTO PORTLAND MODIFICADO
	Resumo
	Abstract
	2.1 Introdução
	2.2 Proposição
	2.3 Material e Método
	2.4 Resultados
	2.5 Discussão
	Conclusão
	Referências

	ANEXOS

