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Hoshino RA. Biocompatibilidade e potencial bioativo de cimentos endoddnticos a base
de silicato de célcio [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2020.

RESUMO
OBJETIVO: Avaliar a reacéo tecidual e bioatividade provocada por NeoMTA Plus e

MTA Fillapex em subcutaneo de ratos. MATERIAL E METODOS: Para este estudo
foram utilizados 60 ratos Holtzman, sendo distribuidos aleatoriamente em trés grupos
(n= 20): NeoMTA Plus (Avalon Biomed Inc. Bradenton, FL, EUA), MTA Fillapex
(Angelus Ciéncia e Tecnologia, Londrina - PR — Brasil) e Controle (tubos de polietileno
vazios). Para avaliar a reacao tecidual provocada pelos materiais, foram implantados
tubos de polietileno preenchidos com os cimentos endoddnticos no tecido conjuntivo
do subcutaneo na regiao dorsal dos ratos. No grupo controle (GC), tubos de polietileno
vazios foram implantados. Apos os periodos de 7, 15, 30 e 60 dias, cinco animais de
cada grupo por periodo foram eutanasiados e os tubos implantados com os tecidos
adjacentes foram removidos e submetidos ao processamento para inclusdo em
parafina. A partir dos cortes corados com HE, foram realizadas analises morfolégicas,
mensuracao da espessura da capsula e densidade numérica de células inflamatérias.
Os cortes foram também submetidos a reacao imuno-histoquimica para deteccao de
interleucina-6 (IL-6), uma citocina pro-inflamatéria, e o numero de células
imunopositivas foi computado. A quantidade de coldgeno nas cdpsulas foi estimada a
partir de cortes submetidos ao método do picrosirius-red e analisados sob luz
polarizada. A bioatividade dos cimentos endoddnticos foi avaliada por meio da reacéo
histoquimica von Kossa e a andlise sob luz polarizada. Os dados foram submetidos a
ANOVA a dois critérios e teste post hoc de Tukey (p < 0,05). RESULTADOS: Aos 7
dias, as capsulas ao redor do NeoMTA Plus e MTA Fillapex exibiram maior nimero
de células inflamatérias do que no GC. No entanto, ndo foi observada diferenca
significante no namero de células inflamatdrias entre o NeoMTA Plus e o GC (p =
0,1117) aos 60 dias. Nesse periodo, ndo foi detectada diferenca significante no
namero de células inflamatorias entre as amostras NeoMTA Plus e MTA Fillapex (p =
0,4062), embora tenha sido observada uma maior imunoexpressao de IL-6 no MTA
Fillapex (p = 0,0353). De 7 para 60 dias, observou-se uma reducéo significante na
espessura das capsulas do NeoMTA Plus e MTA Fillapex em paralelo ao aumento
significante no colageno. As estruturas von Kossa positivas e birrefringentes foram

observadas nas cépsulas adjacentes aos cimentos endoddnticos. CONCLUSOES:



Considerando que o NeoMTA Plus e o MTA Fillapex sdo biocompativeis e exibem
bioatividade, estes cimentos endoddnticos podem ser uma alternativa viavel para uso

clinico.

Palavras — chave: Endodontia. Materiais dentarios. Teste de materiais. Imuno-
Histoquimica. Interleucina-6.



Hoshino RA. Biocompatibility and bioactive potential of endodontic sealers based on
calcium silicate [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2020.

ABSTRACT
To evaluate the tissue reaction and bioactivity caused by NeoMTA Plus and MTA

Fillapex in connective tissue of subcutaneous. MATERIAL AND METHODS: For this
study, 60 Holtzman male rats were used, which were randomly distributed in three
groups (n = 20): NeoMTA Plus (Avalon Biomed Inc. Bradenton, FL, USA), MTA
Fillapex (Angelus Ciéncia e Tecnologia, Londrina - PR - Brazil) and Control (empty
polyethylene tubes). To verify the tissue reaction caused by root canal sealers, the
polyethylene tubes were filled with endodontic sealers and were implanted into dorsal
subcutaneous tissues. In the control group (CG), empty polyethylene tubes were
implanted. After 7, 15, 30 and 60 days, five animals from each group per period were
sacrificed and implants surrounded by tissues were removed and processed for
paraffin-embedding. From HE-stained sections, the morphological analysis,
measurement of capsule thickness and numerical density of inflammatory cells were
carried out. Sections were also subjected to immunohistochemical reaction to detect
interleukin-6, a pro-inflammatory cytokine, and the number of immunopositive cells
was computed. The amount of collagen in the capsules was measured in the sections
stained with picrosirius-red method and analyzed under polarized light. The bioactivity
of endodontic sealers was evaluated by von Kossa histochemical reaction and the
analysis of under polarized light. The data were submitted to two-way ANOVA and
post-hoc Tukey test (p < 0.05). RESULTS: At 7 days, the capsules around NeoMTA
Plus and MTA Fillapex exhibited a greater number of inflammatory cells than in the
CG. However, no significant difference was observed in the number of inflammatory
cells between NeoMTA Plus and CG (p = 0.1137) at 60 days. In this period, significant
difference in the number of inflammatory cells was not also detected between NeoMTA
Plus and MTA Fillapex specimens (p = 0.4062), although a higher IL-6-
immunoexpression was observed in the MTA Fillapex specimens (p = 0.0353). From
7 to 60 days, a significant reduction in the capsule thickness of NeoMTA Plus and MTA
Fillapex was observed in parallel to a significant increase in the collagen. von Kossa-
positive and birefringent structures were observed in the capsules of root canal sealers.

These findings indicate that NeoMTA Plus and MTA Fillapex can be a viable alternative



for clinical use since these endodontic sealers are biocompatible and exhibit
bioactivity.

Keywords: Endodontics. Dental materials. Materials testing. Immuno-histochemistry.
Interleukin-6.
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1 INTRODUCAO

Os materiais a base de silicato de calcio sdo amplamente atraentes na
odontologia devido as suas propriedades bioldgicas e fisico-quimicamx'3. Os
materiais a base de silicato tricalcico tém sido amplamente estudados, pois estimulam
o reparo tecidual permitindo a deposicéo de tecido mineralizado*®. Embora seja um
material biocompativel e utilizado para diversas aplicacdes, dentre elas no tratamento
de perfuracdo de furca ou radicular, retro-obturagdo em microcirurgia apical,
capeamento pulpar, pulpotomia e reparo radicular®®, o Agregado de Triéxido Mineral
(MTA) apresenta algumas desvantagens®. Sua consisténcia apés a manipulacdo
impede sua insercdo no canal radicular®. Para superar essas desvantagens, 0s
fabricantes realizaram alteracbes na sua composicdo quimica, bem como na
proporcdo de diferentes veiculos e componentes nos materiais a base de silicato
tricalcico. Os cimentos endodénticos a base de MTA contém principalmente silicato
tricalcico e bicalcico?, com adicdo de agentes radiopacificantes, éxido de tantalo e
tungstato de célcio. Os cimentos endododnticos a base de MTA séo designados como
bioativos quando possuem a capacidade de desenvolver uma ligacao estavel com
tecidos vivos via a deposicdo de hidroxiapatital®, ou seja, em contato com fluidos
biol6gicos formam uma camada interfacial na superficie do material, na interface
material/dentina e nos tibulos dentinarios!®. Acredita-se que essa camada interfacial
contendo cristais de apatita pode reduzir a microinfiltragcdo e aumentar a forca de

tracdo, melhorando a adaptacéo e induzindo a remineralizagéot12,

O NeoMTA Plus é um material bioativo composto por particulas finas de
tricalcio e silicato bicalcico, tantalita, sulfato de célcio e silica, conforme indicado pelo
fabricante com um curto tempo de endurecimento e ndo promove a pigmentacao da
dentina®®. Além do cimento em p6, o NeoMTA Plus contém um gel a base de agua
que, de acordo com a propor¢do po-gel misturado, fornece um material com
consisténcia variada’. Assim, o material com consisténcia fluida pode ser usado como
preenchimento de canal radicular, enquanto uma mistura densa é indicada como
cimento obturador de canais radiculares”'4. Um estudo in vitro avaliou o efeito do
NeoMTA Plus espesso (material de reparo) em cultura de células humanas
semelhantes a osteoblastos (Saos-2) e demonstrou que esse material induz a

formacéo de nédulos mineralizados, indicando um potencial bioativo®:°.
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A primeira versdo do MTA Fillapex (Angelus Dental Industry S/A, Londrina,
Brasil) consistia em aproximadamente 13,2% de silicato tricalcico®, com adicéo de
resina natural, resina salicilada, 6xido de bismuto, nanoparticulas de silica e
pigmentos’18, Segundo o fabricante, as propriedades do MTA Fillapex incluem boa
radiopacidade, bom tempo de trabalho e facilidade de manuseio'®. Como o 6xido de
bismuto inibe varias propriedades, incluindo a proliferacdo celular'®, esse
radiopacificador foi substituido pelo tungstato de calcio na tentativa de melhorar suas
propriedades biologicas. Embora o MTA Fillapex com tungstato de calcio tenha
promovido inicialmente um infiltrado inflamatério moderado no tecido conjuntivo
subcutaneo, foi observada uma reducédo na imunoexpressao da interleucina-6, uma
citocina pro-inflamatéria ao longo do tempo. Além disso, o indice apoptético nas
capsulas ao redor das amostras MTA Fillapex foi semelhante ao do grupo controle
apos 60 dias de implantacdo, indicando que a integridade estrutural dos tecidos é
recuperada com o decorrer do tempo?°. Assim, considerando que escassos S&0 0S
estudos envolvendo NeoMTA Plus e o MTA Fillapex com o tungstato de célcio, torna-
se oportuno a avaliagdo da reacao tecidual e bioatividade destes cimentos a base de
silicato de calcio. A hipdtese nula foi de que o selante NeoMTA Plus ndo seria

biocompativel e ndo apresentaria potencial bioativo.
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2 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a reagao tecidual provocada por
NeoMTA Plus em comparacao ao MTA Fillapex em subcutaneo de ratos. Os objetivos

especificos foram:

e Avaliar morfolégica e quantitativamente o processo inflamatério induzido
por NeoMTA Plus e MTA Fillapex.

e Analisar a imunoexpresséao para interleucina-6 (IL-6), uma citocina pro-
inflamatéria, nas capsulas adjacentes ao NeoMTA Plus e comparar ao
MTA Fillapex.

e Investigar se ocorre 0 processo de substituicdo da reacao inflamatoria
por tecido conjuntivo denso nas capsulas formadas em resposta aos

implantes de NeoMTA Plus e MTA Fillapex em subcutaneo de ratos.

e Avaliar o potencial bioativo dos materiais, utilizando o método

histoquimica von Kossa e a andlise de estruturas birrefringentes.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Na terapia endodébntica, a eliminacdo de micro-organismos dos canais
radiculares, bem como a prevencéao de futuras infecgdes apos a obturacdo dos canais
radiculares estdo diretamente relacionados ao sucesso do tratamento?'23. Apds
preparo e desinfeccdo do canal radicular?®?4, o cimento deve preencher
irregularidades do sistema de canais radiculares, procurando minimizar a
desadaptacdo entre as paredes dentinarias e o guta-percha®®, impedindo a
recolonizacdo, multiplicacdo e crescimento de micro-organismos residuais?’?8. Além
disso, os cimentos endoddnticos devem apresentar excelente selamento, estabilidade
dimensional, tempo de trabalho adequado, baixa solubilidade aos fluidos tissulares,
adequada adeséo as paredes do canal, facil insercédo e remocéo, radiopacidade, baixo
custo?®, acdo bactericida e/ou bacteriostatica® e biocompatibilidade3.

Os cimentos endodonticos podem ser classificados em diferentes grupos, de
acordo com seus principais componentes®?, tais como 6xido de zinco e eugenol,
hidroxido de calcio, resina epoxica, silicato de calcio. A composicao dos cimentos
endodonticos desempenha um papel de suma importante em diversas propriedades,
tais como fisicas, quimicas, mecanica, antimicrobiana e biocompatibilidade*®.

Estudos tém sido desenvolvidos para associar as propriedades bioldgicas do
MTA a um material obturador'#33-3¢_ Em 2011, foi lancado no mercado o MTA Fillapex
(Angelus Ciéncia e Tecnologia, Londrina - PR — Brasil), com a proposta, de acordo
com o fabricante, de oferecer um cimento endodéntico a base de MTA, portanto, com
as propriedades biolégicas deste material. O MTA Fillapex é constituido por 20-25%
de resina salicilato, 20-25% de diluente para resina, 20-25% de triéxido de bismuto,
dioxido de silicio 1-5% e didxido de titanio 1-10%% e 13,2% de silicato tricalcico-
célcio?®.

Estudos tém reportado que o MTA Fillapex exibe escoamento adequado, bom
selamento, baixa solubilidade3®3°, boa radiopacidade*’, fornece um pH alcalino*!,
favorecendo a atividade antimicrobiana'4, tornando o meio desfavoravel para
proliferacdo e sobrevivéncia bacteriana®?>. A bicompatibilidade e bioatividade deste
cimento baseia-se na producéo de matriz, proliferacéo e indugdo de células dsseas??,
estimulo a formacéo de cristais de apatita*. No entanto, sdo conflitantes os resultados

relacionados as propriedades desse cimento*>-4°. Ha evidéncias de que este cimento
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apresenta citotoxidade*3, reacdo inflamatéria intensa apés 10, 30 e 60 dias de
implantacdo no subcutaneo de ratos?*®, baixa adeséo a dentina®° e alta solubilidade“°.
Resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que, embora
inicialmente este material induza uma reposta inflamataria significativa, ha reducéo da
reacao e a formacéo de capsulas finas contendo fibras de colageno. Além disso, as
capsulas formadas em resposta ao MTA Fillapex com 6xido de bismuto (Bi203)
apresentaram uma reduc¢do acentuada no numero de células positivas a interleucina-
6 (IL-6) em comparacéo ao AH Plus, apds 60 dias aos implantes®:. Um inconveniente
deste cimento € o fato deste induzir alteracfes das propriedades épticas em dentes
humanos®2. A pigmentacdo da estrutura dentaria também pode ser decorrente da
interacdo quimica das substancias que este cimento endoddntico contém, como por
exemplo o Bi2Os3, com as principais solucdes irrigadores utilizadas no tratamento
endodontico, a base de hipoclorito de s6dio®3. No entanto, estes cimentos apresentam
baixo teor de MTA (13,2%) sugerindo que sejam incapazes de liberar quantidades
favoraveis de ions Ca*, comprometendo a sua resposta tecidual®®

O Bi203 confere a radiopacidade aos materiais®*, propriedade responsavel por
distinguir as estruturas anatdémicas adjacentes, tais como, dentina e 0sso alveolar, dos
materiais obturadores®®. No entanto, altera a microestrutura das particulas causando
diversas falhas internas no cimento®®, aumentando a porosidade e a solubilidade e,
consequentemente, contribuindo para a redugcdo da resisténcia mecéanica do
material®’. Assim, o uso de radiopacificadores substitutos ao Bi2Oz vem sendo
estudado®®-%, Mais recentemente, a composicdo do MTA Fillapex foi reformulada pela
substituicdo do Bi203 por tungstato de calcio (CaWOa4). De acordo com o fabricante, a
reformulagédo proporciona alta radiopacidade, baixa expansédo de presa, baixa
solubilidade em contato com os fluidos tissulares, excelente viscosidade para
obturacéo de canais radiculares, ndo altera a cor da estrutura dental, e n&o interfere
com o0s materiais de restauracdo resinosos. O CaWOs, extraido do mineral chileita,
possui particulas globulares®® e é adquirido por meio da mistura estequiométrica de
6xido de calcio, carbonato de calcio e acido tungsténico®2.

O CaWOa4 quando utilizado como radiopacificador do cimento Portland (CP),
nao interfere com a reacdo do CP mantendo as propriedades fisicas e quimicas deste
cimento!”%3, o que pode contribuir para o sucesso no tratamento endoddntico. Em
associacdo a cimentos de silicato de calcio, essa substancia fornece alta resisténcia

a compressdo®, baixa solubilidade, radiopacidade superior a dentina®, tempo de
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presa semelhante ao MTA?’, porosidade menor que 5 um®° e acdo antimicrobiana®®.

No entanto, foi reportado que a incorporacdo desse agente radiopacificador ao
cimento Portland pode ocasionar a formacéo de falhas, permitindo a infiltracdo de
bactérias®. Além disso, foi relatado que o CaWOa4 pode aumentar a solubilidade de
um cimento endoddntico a base de resina epéxica®’, ocasionando um alto potencial
citotoxico devido a ativagdo do componente resinoso. Portanto, ainda sao necessarios
estudos para melhor elucidar as alteracées que o MTA Fillapex contendo o CaWOu4
pode promover quando em contato com o0s tecidos, particularmente, o tecido
conjuntivo presente na regiao periapical.

Devido as propriedades bioloégicas do material a base de silicato, Avalon
Biomed Inc, Bradenton, FL) lancou no mercado o MTA Plus®®, sistema composto por
particulas inorganicas de silicato tricalcico e 6xido de bismuto. Este material possui
indicacBes para capeamento pulpar, pulpotomia, cimento obturador (pulpectomia),
apexificacdo, selamento de perfuracdes e reabsorcéo interna e externa. O MTA Plus
possui resisténcia a washout superior ao MTA- Angelus e cimento Portland, sendo
justificado pela forca de coesdo entre as particulas de atracdo adjacentes e pela
presenca de um polimero sollvel em agua presente no gel’®. A resisténcia do MTA
Plus a compressao é semelhante a exibida pelo MTA®9,

O MTA Plus apresenta baixa citotoxidade as células de polpa humana, e
estimula a formacéo de nédulos de mineralizacao in vitro’:. O Bi203, radiopacificador
encontrado na formulacdo do MTA Plus, quando hidratado com agua ou solucéo
salina balanceada de Hank, apresenta na superficie do material, microtrinca, lixiviacao
do hidréxido de célcio e descalcificacédo parcial do silicato de célcio hidratado’. O
MTA Plus apresenta maior porosidade e solubilidade quando hidratado em agua em
comparagdo ao ProRoot MTA"3. Além disso, um ensaio biolégico in vitro constatou
que os MTA Plus branco e cinza apresentam citotoxicidade?.

Em 2014, considerando as desvantagens da adicdo do Bi2Os, foi langado no
mercado o NeoMTA Plus, com composi¢cdao semelhante ao MTA Plus, porém com a
substituicdo do Bi2Os3 pelo 6xido de tantalo (Ta20s), como radiopacificador. O tantalo
trata-se de um metal altamente radiopaco devido a seu elevado numero atémico
(72)"5, utilizado na area da salide no tratamento de superficie de implantes’®’’, placas
e membranas ortopédica devido a sua inércia’®"8. Um estudo demonstrou que o
NeoMTA Plus quando utilizado como material reparador induz a formacgdo do

hidroxido de calcio, sendo indicado para o tratamento de dentes imaturos, por
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favorecer a formacdo de pontes de dentina e a formacdo continuada da raiz, bem
como fornece boa radiopacidade com valor ao redor de 5 mm Al”® e possui tempo de
presa prolongado e maior liberacéo de hidroxila em comparagdo ao MTA Plus 7. Este
material reparador induz a atividade de fosfatase alcalina e a formacao de ndodulos
mineralizados quando avaliados em cultura de células da linhagem Saos-21°,

O gel fornece ao cimento facilidade de manipulacdo com consisténcia variada,
possibilitando sua utilizacdo como cimento endoddntico ou material retrobturador4. O
NeoMTA Plus possui alto grau de penetrabilidade nos tubulos dentinarios!4 e
apresenta excelente adaptacdo marginal em obturagdo retrégada®. A exposicédo a
solucéo irrigante de hipoclorito de sodio (NaOCI) ndo reduz a sua resisténcia a
compressao®’, propriedade importante quando utilizado em situagdes clinicas, tais
como tratamento de polpa vital e barreiras coronais®’. No entanto, 0 mesmo estudo
apontou que ha reducéo nesta propriedade quando utilizado a solugéo irrigante de
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Os testes biolégicos apontam um grau
adequado de citocompatibilidade em células-tronco da polpa dental humana
(hDPSCs) e boas taxas de migracéo celular?43. Quando avaliado com consisténcia de
material reparador em subcutaneo de ratos e testados em periodos longos nao foram
observados granulomas, células gigantes ou abscessos, o que foi semelhante ao
grupo controle e mostrou biocompatibilidade®. O NeoMTA Plus em contato com 0s
tecidos pulpares e periapicais em caes permitiu a neoformacao 6ssea e de cemento
e o reparo pulpar em até 90 dias?.

Em suma, os cimentos MTA Fillapex contendo o CaWOa4 como radiopacificador
e NeoMTA Plus constituem alternativas disponiveis atualmente para uso clinico e ha
escassez de trabalhos que avalie o NeoMTA Plus em consisténcia de cimento
obturador. Portanto, a avaliacdo é importante para dar suporte biolégico ao seu uso
bem como melhor entender a cascata de eventos celulares causada pelos materiais
endododnticos. A biocompatibilidade do cimento endoddntico € uma das condi¢des
basicas para o sucesso do tratamento endoddntico e reparo da regido periodontal®.
Uma vez que, em contato com a regido periapical o cimento endodoéntico pode liberar
substancias, que estimulam a migracdo e a diferenciacdo das células inflamatorias,
ocasionadas pela irritacédo, degeneracdo ou necrose tecidual®+8.

Um dos métodos para avaliar a biocompatibilidade de cimentos endodonticos
€ a utilizacao de implantes em subcutaneo de ratos. O uso de implantes de tubos de

polietileno tem como objetivo avaliar a reacdo do tecido conjuntivo subcutaneo
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ocasionada por diferentes materiais®>. A metodologia utilizada neste estudo é
recomendada por organizagcbes internacionais como American National
Standar/American Dental Associations Standard No. 4186 e International Organization
for Standardization — 1ISO 10993 (2016)8’, que buscam a uniformizacéo.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Material

O protocolo da presente pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Araraquara - FOAr/UNESP
(Processo CEUA n° 11/2017).

Foram utilizados 60 ratos Holtzman, adultos jovens, machos, pesando em
média 200g (aproximadamente 75 dias), provenientes do Biotério Central da
Faculdade de Odontologia de Araraquara (UNESP). Os animais foram mantidos no
Biotério do Subsolo do Prédio de Biomorfoldégicas da Faculdade de Odontologia
(UNESP-Araraquara) em gaiolas de polietileno forradas com maravalha, com
temperatura (23 £ 2°C) e umidade (55+10%) controladas, e o fotoperiodo de 12 horas.
Os animais receberam rac@o (Guabi Nutri Labor, Brasil) e agua ad libitum. A
maravalha das gaiolas foi trocada, no minimo, trés vezes por semana; a limpeza das
gaiolas e bebedouro foram também realizadas, a fim de manter a higiene do seu
ambiente e, portanto, evitar desconforto aos animais.

Os animais foram distribuidos equitativamente em trés grupos: NeoMTA Plus,
MTA Fillapex e controle (GC, tubos de polietileno vazios) (Figuras 1A e 1B). As
respectivas composi¢des e marcas comerciais destes produtos estéo relacionadas no
Quadro 1. As proporcdes do MTA Fillapex (pasta/pasta) e a pesagem do pdé do
NeoMTA Plus estdo ilustradas nas Figuras 2A e 2B.
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Quadro 1 — Composicgéo, propor¢édo usada na mistura dos cimentos e dados referentes a sua

fabricagéo
Cimentos Composicao Relacao po/ Fabricante
liguido
NeoMTA | Pé: Silicato tricélcico 1 colher de po; 3 Avalon
Plus (3Ca0-Si0y), 6xido de tantalo gotas de gel. Biomed Inc.
(Taz205), silicato dicalcico Consistanci - Bradenton,
) . onsisténcia fluid
(2Ca0-Si0y), sulfato de calcio sistencia filida FL, EUA.
(CaSO0a) e silica (SiO2).
Liquido: gel a base de 4gua com
agentes espessantes e polimeros
sollveis em agua.
Pasta Base: Resina salicilato, Proporcao de Angelus
resina natural, tungstato de mistura de 1:1. Ciéncia e
calcio, silica nanoparticulada, Tecnologia,
MTA- pigmentos. Londrina -

FILLAPEX PR - BR.
Pasta Catalisadora: Resina
diluente, mineral triéxido
agregado, silica nanoparticulada,
pigmentos.

Fonte: Elaboragéo prépria.

Figuras 1A e 1B - Preparacéo dos tubos de polietileno

NeoMTA MTA-
Grupo controle Plus FILLAPEX

)

¢ -
v - )

1B

1A e 1B - Preparacdo dos tubos de polietileno; 1A — Tubos de polietileno previamente
esterilizado com oxido de etileno. 1B — Tubos de polietileno usados nos grupos controle (GC),
NeoMTA Plus e MTA Fillapex para a inser¢édo no subcutaneo de ratos.

Fonte: Elaboracéo prépria.
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Figuras 2A e 2B - Propor¢Bes de mistura dos cimentos

2A e 2B - Representam as propor¢des de mistura dos cimentos NeoMTA Plus e MTA Fillapex.
2A — Proporgéo de p6 do cimento NeoMTA Plus (p6/gel); 2B Proporgéo de mistura do cimento
MTA Fillapex (pasta/pasta).

Fonte: Elaboragéo proépria.

4.2 Método

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 Indastria e Comércio Ltda.,
Séo Paulo, SP, Brasil), associada a 0,04 mL/100 g (8 mg/kg) de peso corporal de
cloridrato de xilazina a 2% (Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Sdo Paulo,
SP, Brasil), administrada com seringa e agulha de insulina por via intraperitoneal.

Os materiais foram manipulados e inseridos em tubos de polietileno
(Embramed Industria e Comércio Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil) medindo 10 mm de
comprimento x 1,5 mm de diametro, previamente esterilizado com 6xido de etileno 2
(Figura 1A). Além disso, tubos de polietileno vazios (Grupo Controle) também foram
implantados. Apdés a tricotomia e assepsia com solucéo de iodo a 5%, com auxilio de
uma lamina de bisturi n® 15 (Fibra Cirargica, Joinville, SC, Brasil) foi realizada uma
incisdo na pele com aproximadamente 1,5 cm no sentido craniocaudal. A pele foi
divulsionada com tesoura de ponta romba, para a obtencdo de uma bolsa no

subcutaneo para colocacdo do implante. O tubo preenchido com um dos materiais ou
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0s tubos vazios foram implantados (1 tubo em cada animal), no subcutaneo dorsal
(Figuras 3A e 3B). O local da incisdo foi suturado em pontos simples utilizando fio de
seda (Seda 4-0, ETHICON, Séo José dos Campos, SP, Brasil) (Figura 3C). Os
animais foram, entdo, colocados em gaiolas, devidamente identificados de acordo
com o grupo e o periodo de eutanasia sendo observados até a recuperacdo da
anestesia. Conforme mostra a Figura 4, apos 7, 15, 30 e 60 dias a implantacédo dos
tubos de polietileno, os animais foram sacrificados com “overdose” de solugéo
anestésica (cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina) para a remocdo dos
implantes com os tecidos circundantes (Figuras 5A, 5B e 5C). Foram
realizados 5 implantes para cada grupo para cada periodo, totalizando o uso de 15

animais por periodo (Figura 4).

Figuras 3A, 3B e 3C — Insercgéo do tubo de polietileno

3A, 3B e 3C - Insercao do tubo de polietileno inserido no subcutaneo de rato.

3A e 3B — Tubo de polietileno sendo inserido no subcutaneo do rato. 3C - Sutura realizada
apos insercao do tubo de polietileno.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figuras 5A, 5B e 5C - Remocéao dos tubos de polietileno

5A, 5B e 5C - Remocao dos tubos de polietile 10 inseridos no subcutaneo do rato apos 7 dias .
5A — Momento da remocédo do tubo de poliel leno com os tecidos circunjacentes. 5B - Tub )
de polietileno aderido aos tecidos circunjacentes. 5C — Tubo de polietileno com os tecido ;
circundantes estirado sobre o papel de filtro. 5D - Tubo de polietilieno com os tecidos
circundantes colocado em cassete para processamento laboratorial.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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4.3 Processamento Histologico

Os espécimes contendo os tubos de polietileno implantados foram fixados em
formaldeido a 4% (preparado a partir do paraformaldeido) tamponado com fosfato de
sédio 0,1M e pH 7,2 por 48 horas em temperatura ambiente. Posteriormente, 0s
espécimes foram desidratados, diafanizados e embebidos em parafina (Figuras 6, 7A,
7B e 7C). Cortes longitudinais com espessura de 6 um foram aderidos as laminas de
vidro e corados com hematoxilina e eosina (HE) ou picrosirius-red para realizagéo das
andlises. Em dois cortes ndo seriados de cada implante foi realizada a reac¢édo de von
Kossa para deteccao de célcio. Alguns cortes foram aderidos em laminas silanizadas

para a reacao imuno-histoquimica para deteccéo de interleucina-6 (IL-6).

Figura 6 — Fluxograma mostrando as etapas do processamento histologico.

Preparo dos tecidos para analise ao
microscoépico de luz

¥

Processamento Histolégico (laminas Permanentes)

—

1. Coleta do material 5. Inclusao
’ = I I | _| 2.Fixagéo 6. Microtomia
3. Desidratagao 7. Coloragao

4. Diafanizacao 8. Analise

—

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figuras 7A, 7B e 7C — Etapas do processamento histolégico

7A, 7B e 7C — O espécime contendo o implante envolvido pelos tecidos do subcutaneo
embebido em parafina. 7A e 7B - O espécime em parafina liquida durante a inclusdo. 7C - O
espécime incluido em parafina e o bloco pronto para a microtomia

Fonte: Arquivo pessoal do autor

4.4 Analise da Reacdo Inflamatdria nas Capsulas
4.4.1 Densidade numérica de células inflamatérias

O numero de células inflamatérias na cépsula adjacente ao material
implantado foi obtido. Foram quantificados trés cortes corados com HE de cada
implante, mantendo-se um intervalo minimo de 100 um entre os cortes. Com auxilio
de uma camera digital (DP-71, Olympus — Japéo) acoplada ao microscépio de luz
(Olympus, modelo BX-51), foram capturadas imagens na porcao central das capsulas
na superficie adjacente a abertura dos tubos de polietileno, com a objetiva de 40x.
Posteriormente, com um programa de analise de imagens (Image-Pro Express 6.0,
Olympus — Japdo), foi realizada a contagem de células inflamatérias, em cada corte,
em uma area teste de aproximadamente 0,09 mm? da capsula (Figura 8). O valor total
de células inflamatorias em cada animal (obtido a partir das areas dos trés
cortes/implante) foi dividido pela area total (0,27 mm?) obtendo-se, assim, um valor de
células inflamatérias/mm?2. Ao final, foi estabelecida uma média para cada grupo de
acordo com o periodo e o material®35%8 A obtencdo do numero de células
inflamatdrias nas capsulas foi realizada por examinador calibrado e sem
conhecimento da identificacdo dos grupos experimentais; a quantificacédo foi repetida

apos um periodo minimo de 2 semanas.
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Figura 8 - Programa Image-Pro Express 6.0
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8 — Imagem obtida a partir da tela do programa Image-Pro Express 6.0 (Olympus — Jap&o)
utilizado para quantificacédo das células inflamatérias. Sobre a imagem previamente
capturada € sobreposta uma grade com quadrantes para auxiliar na contagem das células
inflamatorias.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.4.2 Mensuracdo da espessura da capsula

Para a avaliacdo da espessura das capsulas, as imagens foram capturadas em
microscépio de luz (BX51, Olympus) com a objetiva de 4x (Figura 9A), tendo um
aumento final de 65x. Para cada amostra, foram utilizados trés cortes ndo seriados
corados com HE, totalizando 15 cortes por grupo/periodo. No sistema de anélise de
imagem (Image-Pro Express 6.0, Olympus), foi realizado upload da imagem capturada
(em 65x) e usando o zoom (aumento de 25%) a extensdo da capsula foi feita na
porcédo central da capsula (Figura 9B), a partir de sua superficie mais interna ao limite
com os tecidos adjacentes. Assim, o valor médio da espessura da capsula em cada
implante e, consequentemente, a média por grupo em cada periodo foi obtido. A
mensuracao da espessura da capsula foi realizada por um examinador calibrado e

sem conhecimento da identificagcdo dos grupos experimentais.
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Figuras 9A e 9B — Imagens evidenciando a espessura das capsulas

9A e 9B — Imagens evidenciando a espessura das capsulas; 9A —imagem capturada (objetiva
de 10x) mostrando a capsula com reagao inflamatéria bem delimitada junto a abertura do tubo
de polietileno. Note que particulas do material (em preto) estéo distribuidas entre as células
do tecido conjuntivo da cdpsula. 9B — Imagem previamente capturada (em 4x) e apés upload
no programa Image-Pro Express 6.0 (Olympus — Japao), utilizado para estimar espessura da
capsula. Apos calibrar o programa de acordo com o aumento da imagem capturada, com
auxilio do programa é tracado uma linha para estimar a espessura da capsula.

Fonte: Arquivo pessoal do autor

4.4.3 Detecc¢ao imuno-histoquimica da IL-6

Para a deteccédo de IL-6, utilizamos o anticorpo primario monoclonal anti-IL-6
produzido em camundongo (Abcam, céd. Ab 9324, Cambridge Science, RU). Apés a
desparafinizacdo e hidratagéo, os cortes foram imersos em tampé&o citrato de sodio
0,001 M com pH 6,0 e submetidos ao tratamento com micro-ondas por 20 minutos a
94-98° C, para recuperacdo antigénica. Apdés o resfriamento, as laminas foram
imersas em tampéao Tris-HCI 0,05 M (pH 7,4) e, em seguida, os cortes foram imersos
em solugéo aquosa de peréxido de hidrogénio a 5%, para o bloqueio da peroxidase
endogena. Os cortes foram lavados novamente e, entdo, incubados com albumina de
soro bovino (BSA) a 2% (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA), por 20 minutos.
Em seguida, os cortes foram incubados overnight em camara Uumida a 4°C com
anticorpo priméario anti-IL-6 (diluicdo 1:400).

ApoGs as lavagens em tampédo Tris-HCI, a reagéo para IL-6 foi amplificada
utilizando-se o sistema Universal com Estreptavidina. Apés lavagens, a atividade da
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peroxidase foi revelada com o cromodgeno 3.3-diaminobenzidina (Betazoid DAB,
Biocare Medical Inc., Concord, CA, EUA) por 3 minutos e os cortes foram
contracorados com hematoxilina de Carazzi. Como controle negativo, em alguns

cortes o anticorpo primario anti-IL-6 foi substituido por soro ndo imune.

4.4.4 Densidade numérica de células positivas a IL-6

Com o objetivo de verificar possiveis diferencas entre os grupos e periodos, o
namero de células imunopositivas para IL-6 (em castanho) foi estimado nas capsulas
dos implantes de cada grupo/periodo. Com auxilio de uma camera digital (DP-71,
Olympus, Toquio, Japao) acoplada a um microscépio de luz (BX-51, Olympus, Téquio,

by

Japdo), uma area padrdo de 0,09mm? da capsula adjacente a abertura do tudo
implantado foi capturada, em aumento de 40x. O numero de células imunopositivas a
IL-6 foi computado com auxilio de um programa de andlise de imagens (Image Pro-
Express 6.0, Olympus, Japdo) (Figura 10). Assim, o numero de células
imunopositivas/mm? de capsula foi obtido para cada implante; posteriormente, foi

calculada a média para cada grupo em cada periodo.

Figura 10 — Quantificagdo das células positivas a IL-6 (em castanho) usando o programa
Image Pro Express 6.0 (Olympus — Japao).
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10 - Imagem do programa Image-Pro Express 6.0 (Olympus — Japao) ut|I|zado para
guantificacdo das células positivas a IL-6 (em castanho). Note que uma grade foi sobreposta
a imagem para orientar a observacdo e computagdo das células imunopositivas.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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4.4.5 Mensuracao do colageno birrefringente

Com o objetivo de verificar se 0 processo inflamatério regride com o decorrer
do tempo, o contedado de coldgeno nas cépsulas foi estimado a partir de cortes
corados com o método do picrosirius-red. Foram utilizados 3 cortes, com intervalo
minimo de 100 um entre os cortes, de cada implante de todos os periodos. Em cada
corte, uma imagem da cépsula foi capturada com auxilio de uma camera digital (DP-
71, Olympus, Toquio, Japao), com a objetiva de 40x e filtros de polarizagdo acoplados
ao microscopio de luz (BX-51, Olympus, Toquio, Japao). Todas as imagens foram
capturadas com parametros padronizados de intensidade de luz, abertura do
diafragma do condensador, altura do condensador, objetiva, angulacao do polarizador
e brilho da imagem. O conteddo de coldgeno foi estimado 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 cépsulas foram isoladas utilizando-se o histograma de matiz
disponivel na guia “Color Threshold”. O numero de pixels de cada frequéncia de cor
foi expresso como uma porcentagem do total de coldgeno birrefringente nos
comprimentos de onda, vermelho/alaranjado (matizes 2 a 38 e 230 a 256), amarelo
(matiz 39 a 51) e verde (matiz 52 a 128). Deste modo, os dados representam, em

porcentagem, a soma dos matizes nos 3 cortes de cada implante (Figura 11).
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Figura 11- Imagem do programa ImageJ utilizado para a mensuracao do colageno
birrefringente
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11- Imagem do programa ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA)
utilizado para a mensuracao do colageno birrefringente. Apds a conversdo da imagem em 8
bits ela adquire tons de cinza.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.5 Andlises para Avaliar a Capacidade de Bioatividade dos Cimentos
Endododnticos

4.5.1 Reacdo histoquimica von Kossa

O meétodo de von Kossa foi utilizado para deteccao de depdsitos de calcio nas
capsulas adjacentes as extremidades dos tubos implantados. Foram selecionados 2
cortes nao seriados, com distancia minima de 100 um, de cada implante. Os cortes
desparafinizados foram incubados em solucdo aquosa contendo 5% de nitrato de
prata por 1 hora; apdés lavagem com agua destilada, os cortes foram imersos em
tiossulfato de sédio 5% durante 5 minutos. Entéo, os cortes foram lavados em agua

corrente por 1 minuto e corados pelo método picrosirius-red, por 1 hora.
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Subsequentemente, os cortes foram lavados, desidratados em concentracao
ascendente de alcool e montados em meio resinoso para analise ao microscopio de

luz.

4.5.2 Analise dos cortes ndo corados com luz polarizada

Considerando que depésitos de calcita sdo estruturas birrefringentes®-%° cortes
nao corados, préoximos aos submetidos ao von Kossa, foram analisados ao

microscépio com luz polarizada (BX-51, Olympus, Téquio, Japao).

4.6 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
6.01 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). A densidade numérica de células
inflamatorias e de células IL-6-imunomarcadas bem como o contetdo de colageno
birrefringente foram submetidos ao teste de normalidade omnibus D'Agostino-
Pearson, que detectou distribuicdo Gaussiana normal dos dados. Diferencas entre os
grupos em cada periodo, bem como as diferencas de cada grupo ao longo do tempo
foram avaliadas por anélise ANOVA two-way e teste de Tukey post-hoc. O nivel de

significancia foi estabelecido em p<0,05.
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5 RESULTADO

5.1 Descricdo Morfoldgica, Densidade Numérica de Células Inflamatorias e
Espessura das Capsulas

Apés 7 dias, as capsulas adjacentes a abertura dos tubos de polietileno
apresentaram-se espessas e exibiram infiltrado inflamatorio evidente. No entanto, a
reacdo inflamatodria foi restrita as capsulas e ndo foram observadas alteracdes
estruturais nos tecidos adjacentes (Figuras 12A-12C). A analise da porcdo mais
interna das capsulas em contato com o material ou junto a abertura do tubo de
polietileno revelou que o infiltrado inflamatério continha principalmente macréfagos e
linfocitos (Figuras 12D-12F). Aos 15 dias, as capsulas bem definidas ao redor dos
tubos de polietleno mostraram alguns fibroblastos dispersos entre células
inflamatorias e vasos sanguineos (Figuras 12G-12L). Geralmente, as capsulas do
MTA Fillapex continham varias particulas de material entremeadas com macréfagos,
linfécitos e fibroblastos (Figura 12H). No grupo controle, as cépsulas exibiram
fibroblastos tipicos entre as fibras de colageno, enquanto as células inflamatorias
estavam restritas principalmente a porcdo mais interna das capsulas, isto €,
justapostas ao liumen dos tubos de polietileno (Figura 12L). Aos 30 dias, as capsulas
dos grupos NeoMTA Plus (Figura 13A) e MTA Fillapex (Figura 13B) n&o apresentaram
diferenca estatistica significante, contudo, as capsulas do grupo controle (Figura 13C)
eram mais finas em comparagdo com 0s grupos testados. Além disso, a analise
minuciosa (em maior aumento) das capsulas revelou que a densidade inflamatéria nas
amostras do NeoMTA Plus foi semelhante a aquela observada nas capsulas do MTA
Fillapex. Nesses grupos, o infiltrado inflamatério moderado continha macrofagos e
linfécitos, além de fibroblastos e vasos sanguineos (Figuras 13D e 13E). Em contraste,
as capsulas do grupo controle exibiram fibroblastos dispostos entre feixes de fibras de
colageno e poucas ceélulas inflamatorias foram observadas nas capsulas deste grupo
(Figura 13F). Apos 60 dias, os implantes estavam envolvidos por capsulas finas
(Figuras 13G - 13I). Nos grupos NeoMTA Plus e MTA Fillapex (Figuras 13J e 13K), as
capsulas mostraram um infiltrado inflamatério discreto contendo macrofagos e
linfécitos. Pequenas particulas de material foram frequentemente observadas na
por¢do mais interna das capsulas das amostras do MTA Fillapex (Figura 13K). No
grupo controle, escassos macrofagos foram observados nas capsulas fibrosas
(Figuras 13L).
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Como mostrado na Figura 13M, aos 7 dias foram observados os valores mais
altos de células inflamatérias nas capsulas de todos os grupos. Em todos os grupos,
as capsulas apresentaram uma reducdo significante no numero de células
inflamatdrias ao longo do tempo. N&o foram observadas diferencas significantes no
namero de células inflamatdrias entre 0 NeoMTA Plus e o MTA Fillapex apés 7 (p =
0,8971), 30 (p = 0,7724) e 60 (p = 0,4062) dias. Aos 15 dias, o numero de células
inflamatorias foi significantemente menor no NeoMTA Plus do que nas capsulas do
MTA Fillapex (p = 0,0002). Os menores valores de células inflamatérias foram
observados nas capsulas do grupo controle em todos os periodos, exceto aos 60 dias.
Nesse periodo, nenhuma diferenca significante foi detectada entre o grupo controle e
0 NeoMTA Plus (p = 0,1117).

Aos 7 dias, a espessura da capsula (Figura 13N) foi de 286, 336 e 222 um nos
grupos NeoMTA Plus, MTA Fillapex e GC, respectivamente, enquanto que aos 60 dias
os valores foram 149, 154 e 80 um. Assim, foi encontrada uma reducgao significante
na espessura das capsulas em todos os grupos ao longo do tempo. Aos 7 e 15 dias,
a espessura das capsulas em torno das amostras do NeoMTA Plus foi
significantemente menor que no grupo MTA Fillapex (7 dias: p =0,0003 e 15 dias: p =
0,0050, respectivamente), enquanto que diferencas significantes n&o foram
observadas entre esses grupos apos 30 (p = 0,5649) e 60 (p =0,9162) dias. Em todos
os periodos, a espessura das capsulas do GC foi significantemente menor que no
NeoMTA Plus (p = 0,0011) e no MTA Fillapex (p <0,0001).
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Figuras 12A-12L— Fotomicrografias de cortes de capsulas ap6s 7 e 15 dias

NeoMTAPIlus

T

MTAFillapex Control

12A-12F- Fotomicrografias de cortes de capsulas apos 7 dias (Figuras 12A-12F) e 15 dias
(Figuras 12G-12L) de implantacdo. As Figuras 12A-12C (7 dias) e Figuras 12G-12I (15
dias) - visdo geral mostrando as cdpsulas bem definidas (C) ao redor da abertura dos tubos
(I) implantados no subcutaneo. Barras: 500 pm. As Figuras 12D-12F (7 dias) e 12J-12L (15
dias), detalhes das capsulas observadas nas Figuras 12A-12C e 12G-12| - mostram células
inflamatorias (setas) e fibroblastos (Fb) na porcao mais interna das capsulas. GC, célula
gigante multinucleada; BV, vaso sanguineo; |, espaco dos tubos de polietileno. Barras: 20
pm.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figuras 13A-13N - Fotomicrografias de cortes de capsulas apés 30 dias e graficos
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13A-13L - Fotomicrografias de cortes de capsulas apés 30 dias (Figuras 13A-13F) e 60 dias
(figuras 13E-13L) de implantagédo. As Figuras. 13A-13C (30 dias) e Figuras 13G-14l (60
dias) - visdo geral mostrando as cépsulas (C) ao redor da abertura dos tubos (I) implantados
no subcutaneo. Todos os grupos exibem capsulas mais finas (C) aos 60 dias comparadas ao
periodo de 30 dias. Barras: 500 um. As Figuras. 13D-13F (30 dias) e 13J-13L (60 dias) -
células inflamatdrias (setas) e fibroblastos (Fb) sdo observados nas capsulas. Note que no
grupo controle (Fig. 13F e 13L), as capsulas exibem fibroblastos (Fb) dispersos entre feixes
de fibras de colageno (CF) e poucas células inflamatérias (setas). No MTA Fillapex (Figura
13K), particulas de material sdo observadas em toda a capsula. GC, célula gigante
multinucleada; BV, vaso sanguineo; |, espaco dos tubos de polietileno. Barras: 20 ym.
Figuras 13M e 13N - Graficos mostrando a densidade numérica de células inflamatérias
(Figura 13M) e a espessura da capsula dos grupos (Figura 13N) NeoMTA Plus, MTA Fillapex
e controle aos 7, 15, 30 e 60 dias. A comparacédo entre grupos no mesmo periodo € indicada
por letras sobrescritas. A analise de cada grupo ao longo do tempo é indicada pelo nimero
sobrescrito; mesmos numeros = nenhuma diferenca estatisticamente significante. Teste
ANOVA two-way e teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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5.2 Interleucina-6

Os cortes submetidos a imuno-histoquimica para deteccédo de IL-6 mostraram
evidente imunomarcac@o nas células inflamatdérias e fibroblastos nas cépsulas de
todos os grupos. No entanto, um padréao distinto na imunomarcacéao foi observado
entre 0s grupos ao longo do tempo (Figuras 14A-14L). As capsulas do MTA Fillapex
exibiram uma forte imunomarcacao, particularmente, aos 7, 15 e 30 dias (Figuras 14B,
14E e 14H) quando comparadas com NeoMTA Plus (Figuras 14A, 14D, 14G e 14J) e
as amostras do GC (Figuras 14C, 14F, 141 e 14L). Além disso, foi observada uma sutil

imunomarcacao nas capsulas das amostras do GC (Figuras 14C, 14F, 14l e 14L).

A analise quantitativa (Figura 14M) revelou que os menores valores de células
imunopositivas a IL-6 foram observados no grupo controle (p = 0,0306), em todos os
periodos. Aos 7 e 60 dias, o numero de células imunopositivas no NeoMTA Plus foi
significantemente menor do que as amostras do MTA Fillapex (p = 0,0353), enquanto
que, aos 15 e 30 dias, ndo foram observadas diferencas significantes entre esses
grupos (15 dias: p = 0,3915; 30 dias: 0,9817). Em todos os grupos, uma reducéo
significante na imunomarcacéo foi detectada de 7 para 15 dias (p <0,0001). De 15
para 30 dias, significante reducdo foram detectadas nos grupos MTA Fillapex (p =
0,0192) e GC (p =0,0024), enquanto que no NeoMTA Plus néo foi detectada diferenca
significante (p = 0,2392). De 30 a 60 dias, foi observada uma redugéo significante no
namero de células positivas a IL-6 nas amostras do NeoMTA Plus, MTA Fillapex (p <
0,0001) e do GC (p = 0,0405).



Figuras 14A -14M: Cortes submetidos a imuno-histoquimica e gréfico
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14A-14L - Fotomicrografias de cortes de cépsulas adjacentes a abertura dos tubos
implantados (1) no tecido subcutaneo. Os cortes foram submetidos a imuno-histoquimica para
deteccdo de IL-6 e contracorados com hematoxilina. A imunomarcacdo (em castanho) é
observada nas células inflamatdrias (setas) e fibroblastos (Fb) nas capsulas de todos os
grupos e em todos os periodos. BV, vaso sanguineo. Barras: 20 ym. Figura 14M - Grafico
mostrando a densidade numérica de células positivas a IL-6 nas capsulas dos grupos
NeoMTA Plus, MTA Fillapex e controle aos 7, 15, 30 e 60 dias. A comparacdo entre grupos
no mesmo periodo € indicada por letras sobrescrita. A analise de cada grupo ao longo do
tempo € indicada pelo numero sobrescrito; mesmos numeros = nenhuma diferenca
estatisticamente significante. Teste ANOVA two-way e teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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5.3 Conteudo de Colageno

Os cortes corados com picrosirius-red e analisados sob luz polarizada
mostraram uma variabilidade evidente no padrdo de colageno birrefringente,
particularmente ao longo do tempo (Figuras 15A-15L). Aos 7 e 15 dias, pouco
conteudo birrefringente foi observado nas capsulas de todos os grupos (Figuras 15A-
15F). Em contraste, as capsulas de todos 0s grupos mostraram uma intrincada rede
de fibras colagenas birrefringentes aos 30 e 60 dias de implantacédo (Figuras 15G-
15L). De acordo com a Fig. 15M, um aumento gradual no conteddo de coldgeno
birrefringente foi observado nas capsulas ao longo do tempo. Em todos os periodos,
nao foram observadas diferencas significantes entre o NeoMTA Plus e o MTA Fillapex
(p =2 0,753). Aos 7 e 15 dias, ndo foram observadas diferencas significantes entre os
grupos NeoMTA, MTA Fillapex e GC. O GC apresentou maior conteudo de colageno
que o MTA Fillapex (p = 0,0472) e NeoMTA (p = 0,0368) aos 30 e 60 dias,

respectivamente.
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Figuras 15A-15M: Cortes submetidos ao picrosirius-red e grafico
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15A-15L - Fotomicrografias mostrando porc@es de capsulas adjacentes a abertura dos tubos
implantados no subcutaneo. Os cortes foram submetidos ao picrosirius-red e analisados sob
luz polarizada. Aos 7 (Figuras. 15A-15C) e 15 (Figs. 15D-15F) dias, poucas fibras
birrefringentes (cores laranja/vermelho) sédo observadas nas capsulas. Aos 30 (Figuras 15G-
151) e 60 (Figuras 15H-15L) dias, as capsulas exibem feixes espessos de colageno
birrefringente. Barras: 20 uym. Figura 15M - Grafico mostrando o contetdo de colageno
birrefringente (expresso como média + desvio padrao) nas capsulas dos grupos NeoMTA Plus,
MTA Fillapex e controle aos 7, 15, 30 e 60 dias. A comparac¢ao entre grupos no mesmo periodo
€ indicada por asterisco sobrescrito. A analise de cada grupo ao longo do tempo € indicada
pelo numero sobrescrito; mesmos numeros = nenhuma diferenga estatisticamente
significante. Teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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5.4 von Kossa e Cortes Nao Corados Analisados Sob Luz Polarizada

As estruturas positivas ao von Kossa (cor preta) foram observadas nas
capsulas ao redor das amostras de NeoMTA Plus (Figuras 16A e 16B) e MTA Fillapex
(Figuras 16E e 16F). Os cortes desparafinizados e n&o corados sob luz polarizada
exibiram estruturas birrefringentes nas cépsulas, adjacentes a abertura dos tubos
contendo NeoMTA Plus (Figuras 16C e 16D) e MTA Fillapex (Figuras 16G e 16H). No

GC, néo foram encontradas estruturas positivas para von Kossa (Figuras 161 e 16J).
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Figuras 16A-16J: von Kossa e Cortes Nao Corados Analisados Sob Luz Polarizada

| 7 days I l 60 days jl

NeoMTA Plus

MTAFillapex

Control

-

LR g By
A AP



52

16A-16J — Fotomicrografias de cortes de cdpsulas mostrando por¢des adjacentes a abertura
dos tubos implantados subcutaneo. As Figuras. 16A, 16B, 16E, 16F,161 e 16J — Os cortes
foram submetidos a reacédo de von Kossa (cor preta) e contrastados com picrosirius-red (cor
vermelha). Estruturas positivas ao von Kossa sao observadas na superficie das cdpsulas do
NeoMTA Plus e MTA Fillapex. No grupo controle (Figuras 16l e 16J), as estruturas von Kossa
positivas estdo ausentes. As Figuras. 16C, 16D, 16G e 16H — cortes desparafinizados e ndo
corados analisados sob luz polarizada. Note presenca de material granular exibindo
birrefringéncia nas capsulas do NeoMTA Plus e MTA Fillapex. Barras: 20 ym

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, a densidade numérica das células inflamatorias e a
imunoexpressao de IL-6 mostraram claramente que o NeoMTA Plus e o MTA Fillapex
desenvolveram uma resposta inflamatoria favoravel ao longo do tempo, permitindo a
formacdo de delgadas capsulas de tecido conjuntivo denso em substituicdo ao
infiltrado inflamatorio. Esta ideia é apoiada, uma vez que uma diminui¢cdo na reagao
inflamatoria e na imunoexpressao de IL-6 foi paralela ao aumento da quantidade de
colageno nas capsulas ao redor das amostras NeoMTA Plus e MTA Fillapex com o
decorrer do tempo.

O NeoMTA Plus contém um poé fino de dicalcico, sulfato de calcio (como
anidrita) e baixa quantidade de calcita que deve ser oriunda, provavelmente, da
hidratacdo que ocorre em virtude do seu armazenamento levando a formacao de
hidroxido de calcio’. No presente estudo, o NeoMTA Plus foi misturado com um gel a
base de 4gua, o que fornece uma consisténcia adequada para o preenchimento do
canal radicular'4. Extratos de NeoMTA Plus adicionados a cultura de células humanas
do tipo osteoblastos (Saos-2) induziram a proliferacdo celular e a expressédo da
fosfatase alcalina, culminando na formacdo de nédulos mineralizados®>. O NeoMTA
Plus apresenta citocompatibilidadequando adicionado a cultura de células-tronco da
polpa dental humana (hDPSCs) e permitindo a migragéo celular?. No entanto, estudos
in vivo avaliando a biocompatibilidade e bioatividade do NeoMTA Plus ndo foram
encontrados na literatura.

O NeoMTA Plus e o MTA Fillapex ap6s 7 dias de implantacdo no tecido
conjuntivo do subcutaneo induziram uma reacdo inflamatéria moderada, conforme
revelado pelas andlises morfoldégicas e quantitativas. Embora os dois cimentos
endodoénticos induziram um infiltrado inflamatério moderado, a intensidade dessa
reacao ao redor dos cimentos endoddnticos foi cerca de duas vezes a encontrada nas
capsulas do grupo controle. E possivel que os valores mais altos encontrados no
tecido conjuntivo ao redor destes cimentos endodéntico possam ser, pelo menos em
parte, devido ao pH alcalino fornecido pelos NeoMTA Plus e MTA Fillapex. Nas
primeiras 3 horas até o 7° dia, o pH varia de 11,2 a 10,8 no meio contendo NeoMTA
Plus’ e de 9,5 a 9,2 no MTA Fillapex®6. Apesar de seu efeito antimicrobiano, como
esperado em cimentos de canais radiculares®’°8, o pH alcalino induz o recrutamento

de células inflamatorias e a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias levando a
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instalacéo de reacgdo inflamat6ria® 1%, No entanto, a liberagdo de substancias dos
cimentos endodonticos também pode promover um efeito deletério nos componentes
do tecido conjuntivo (células e matriz extracelular), ativando o sistema
imunoinflamatério.

A mais elevada imunoexpressao de IL-6 também foi observada nas capsulas
de NeoMTA Plus e MTA Fillapex aos 7 dias, bem como no grupo controle. A IL-6 é
uma citocina pleiotrépica sintetizada por uma variedade de células como
mondcitos/macréfagos, células endoteliais, linfocitos e fibroblastos01:192.103.104  Essg
interleucina tem participacdo em varias atividades biolégicas, como regulacdo da
resposta imune e inflamatéria e estimulacdo da hematopoese!®®. Entre varias
atividades da IL-6, essa citocina possui propriedades pré-inflamatérias, estimulando a
producéo de citocinas e moléculas de adeséo em linfécitos, bem como a producéo de
neutr6filos191%  Nas primeiras horas, o NeoMTA Plus e o0 MTA Fillapex em contato
com fluidos corporais liberam OH e Ca*?, fornecendo um pH alcalino ao
microambiente®®197 e promovendo o recrutamento de leucdcitos da corrente
sanguinea®190.198 H3 vasta evidéncia de que a IL-6 desempenha um papel na fase
inicial da reacao inflamatoria promovida por materiais dentarios implantados no tecido
subcutaneop?0:51.5990.109 Da mesma forma, altos niveis de IL-6 sdo detectados na
reacdo inflamatéria aguda causada por doenca arterial coronariana'l®, artrite
reumatoide!'-12 e doenca periodontall3114.115,

Embora um aumento no infiltrado inflamatério estivesse presente no MTA
Fillapex em comparacdo com o NeoMTA Plus aos 15 dias, néo foi detectada diferenca
significante na imunoexpressao de IL-6 entre os grupos NeoMTA Plus e MTA Fillapex.
De fato, a analise estatistica mostrou uma reducdo significante no infiltrado
inflamatorio de 7 para 15 dias nas amostras do MTA Fillapex. No entanto, essa
reducédo foi mais pronunciada no NeoMTA Plus, indicando que a composi¢do quimica
desse cimento endodbntico permite uma regressdo mais rapida do infiltrado
inflamatdrio. E concebivel sugerir que a maior imunoexpressdo de IL-6 no MTA
Fillapex aos 7 dias pode ser responsavel pela manutencéo do infiltrado inflamatoério
nas capsulas, como observado aos 15 dias. O NeoMTA Plus € um cimento
bioceramico (cimento de silicato tricalcico), enquanto que o MTA Fillapex € um cimento
a base de resina que contém apenas cerca de 13,2% de MTA 6. Além da resina de
salicilato exibir alta citotoxicidade'%8116.117 3 mistura dessa resina ao silicato tricalcico

fornece ao MTA Fillapex uma alta fluidez e um tempo de presa prolongado e,
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consequentemente, alta solubilidade!®3°1%8 De fato, particulas de material foram
frequentemente observadas dispersas pelas capsulas ao redor das amostras do MTA
Fillapex, sugerindo que esse cimento em contato com fluidos possa exibir alta
solubilidade. Além disso, o MTA Fillapex induziu inicialmente a formacéo de reacao
inflamatoria mais extensa, uma vez que as capsulas das amostras de MTA Fillapex
eram significantemente mais espessas do que as do NeoMTA Plus aos 7 e 15 dias.
Por outro lado, a espessura das capsulas diminuiu significantemente e nenhuma
diferenca significante foi observada entre os grupos NeoMTA Plus e MTA Fillapex aos
30 e 60 dias. Além disso, a espessura das capsulas nesses grupos atingiu valores em
torno de 150 um, sendo consideradas como capsulas finas!*®, reforcando a ideia de
que esses cimentos endoddnticos sdo biocompativeis??52,

Apesar das diferencas de composicao e propriedades fisico-quimicas entre o
NeoMTA Plus e o MTA Fillapex, os dois cimentos permitiram uma reducao no infiltrado
inflamatorio e na imunoexpressédo de IL-6 paralelamente ao aumento gradual do
contetdo de coladgeno, culminando na formacao de capsulas finas apds 60 dias a
implantacéo. No periodo de 60 dias, diferencas significantes no infiltrado inflamatério
nao foram também observadas entre as capsulas do NeoMTA Plus e o MTA Fillapex
e entre o NeoMTA Plus e o GC, apontando para a biocompatibilidade destes cimentos
endodonticos. Assim, o NeoMTA Plus e o MTA Fillapex causam alteracdes deletérias
transitérias no tecido conjuntivo, que sao gradualmente recuperadas, mostrando que
esses cimentos fornecem as células do hospedeiro condi¢cdes favoraveis para a
reparacao do tecido.

O método de von Kossa € uma reacao histoquimica usada para detectar
depositos de calcio!!® e, portanto, amplamente utilizada para avaliar a bioatividade de
materiais odontolégicos*32120.121  Estruturas fortemente positivas para o método von
Kossa foram observadas nas cépsulas dos cimentos NeoMTA Plus e MTA Fillapex,
sugerindo que esses cimentos promovem a precipitacdo de calcio nas capsulas. A
analise de cortes nao corados das amostras do NeoMTA Plus e MTA Fillapex ao
microscopio de polarizagdo revelaram estruturas birrefringentes indicativas de calcita
amorfa*32120.122 Sgpe-se que o NeoMTA Plus e MTA Fillapex liberam ions célcio, que
podem reagir com o didxido de carbono presente nos tecidos, levando a formacao de
cristais de carbonato de calcio que séo estruturas birrefringentes sob luz
polarizada*3293995122 Embora sejam necessarias metodologias adicionais para

confirmar se esses cimentos estimulam a formagdo de tecido mineralizado, é
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importante enfatizar que nenhuma estrutura positiva ao von Kossa ou birrefringente
foi observada nas capsulas do grupo controle. Esses achados apontam que 0s
cimentos endoddnticos testados possuem a capacidade de desenvolver uma ligagéao
estavel com tecidos vivos via a deposicéo de hidroxiapatita'®. Embora haja restricdes
no presente estudo, nossos resultados mostraram que NeoMTA Plus € um cimento
endodontico biocompativel desde que permitiu a regressao do processo inflamatério.
A regresséo da reacao inflamatdria ocorreu de maneira mais rapida nas capsulas do
NeoMTA Plus em comparac¢éo aquela induzida pelo MTA Fillapex. Além disso, dentro
da limitacdo da metodologia utilizada, nossos resultados sugerem que os dois

cimentos endodonticos apresentam bioatividade.
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7 CONCLUSAO

» Nossos resultados indicam que os cimentos NeoMTA Plus e MTA Fillapex promovem o
recrutamento de células que culminam com a instalagdo de uma reacdo inflamatoria
moderada.

» A acentuada imunoexpressdo de IL-6 nos periodos iniciais indica que esta interleucina
deve ter um papel no recrutamento das células inflamatérias em resposta aos cimentos
endododnticos NeoMTA Plus e MTA Fillapex.

» A reducao significante da reacdo inflamatéria paralelamente ao aumento de colageno
culminou na formacdo de delgadas capsulas de tecido conjuntivo denso (fibroso)
apontando para a biocompatibilidade dos cimentos endodénticos avaliados.

» A presenca de estruturas positivas ao von Kossa e birrefringentes sugerem que o0s

cimentos NeoMTA Plus e MTA Fillapex apresentam potencial bioativo.
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