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Saraiva JA. Reacéo tecidual e deteccdo de Interleucina-6 promovida por
cimentos a base de silicato de calcio no subcutdneo de ratos [Tese de
Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP;
2017.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a reacao tecidual promovida pelos cimentos
endodoénticos MTA Plus e MTA Fillapex em comparacdo ao AH Plus, usado
como padrdo “ouro”, e ao Endofill, considerado como controle positivo, no
subcutaneo de ratos. Foram utilizados 100 animais e em cada foi inserido no
tecido subcutaneo dorsal um tubo de polietileno preenchido com MTA Plus,
MTA Fillapex, AH Plus, Endofill ou vazio (grupo controle). Apés 7, 15, 30 e 60
dias, os tubos implantados e os tecidos circundantes foram removidos, fixados
e incluidos em parafina. Nos cortes corados com HE, a densidade de volume
de células inflamatérias (VvCl) e fibroblastos (VvFb) foi estimada nas cdpsulas.
Imuno-histoquimica para deteccdo de interleucina-6 (IL-6) foi realizada e a
densidade numérica de células imunopositivas foi computada. O contetdo de
colageno birrefringente nas capsulas foi quantificado nos cortes corados com
picrosirius e analisados sob luz polarizada. Os dados foram analisados pelo
ANOVA e teste de Tukey (p<0,05). Aos 7 dias, as capsulas apresentaram
reacdo inflamatoria moderada. Em todos os grupos, a VVCIl e as células
imunopositivas para IL-6 reduziram significantemente de 7 para 60 dias. Aos
60 dias, o numero de células imunopositivas para IL-6 foi significantemente
reduzido nos grupos MTA Plus e MTA Fillapex em comparacdo ao AH Plus;
diferencas significantes na VvCl entre MTA Plus, MTA Fillapex, AH Plus e
grupo controle ndo foram observadas, enquanto que o Endofill exibiu a maior
VVCI. A reducao da VVvCI foi paralela ao aumento do conteddo de colageno nas
capsulas de todos os grupos, exceto no Endofill. Portanto, o MTA Plus, MTA
Fillapex e AH Plus induziram uma resposta que culmina na regressdo da
inflamacédo e formacdo de uma céapsula fibrosa com o decorrer do tempo.
Considerando que a imunoexpressao para IL-6 reduziu significativamente nos
grupos MTA Plus e MTA Fillapex, é possivel sugerir que estes cimentos
endoddnticos possam favorecer a regresséo da leséo periapical.

Palavras-chave: Materiais biocompativeis. Teste de materiais. Endodontia.
Histologia. Interleucina-6. Colageno.



Saraiva JA. Tissue reaction and detection of interleukin-6 promoted by calcium
silicate based sealers in rat subcutaneous. [Tese de Doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP; 2017.

Abstract

We evaluated the tissue reaction promoted by MTA Plus, MTA Fillapex, AH
Plus and Endofill in the rat subcutaneous. Polyethylene tubes filled with MTA
Plus, MTA Fillapex, AH Plus or Endofill were implanted in the rat subcutaneous.
In the control group (CG), empty tubes were implanted. After 7, 15, 30 and 60
days, the tubes surrounded by connective tissue were paraffin-embedded. In
HE-stained sections, the volume density of inflammatory cells (VvIC) and
fibroblasts (VvFb) was estimated in the capsules. Immunohistochemistry (IH) for
interleukin-6 (IL-6) was performed, and the number of IL-6-immunolabeled cells
was obtained. The birefringent collagen content was quantified in picrosirius-
red-stained sections under polarized light. Data were analyzed by ANOVA and
Tukey tests (p<0.05). At 7 days, capsules showed moderate inflammatory
reaction, and VvIC and IL-6-immunolabeled cells were similar either in the
capsules adjacent to the sealers or in CG. In all groups, VvIC and IL-6 IH
reduced significantly from 7 to 60 days. At 60 days, IL-6 IH was reduced
significantly in MTA Plus and MTA Fillapex in comparison to AH Plus; no
difference was found in the VvIC among MTA Plus, MTA Fillapex, AH Plus and
CG whereas Endofill exhibited the highest VvIC. The reduction in VvIC was
parallel to an increase in the collagen content in the capsules of in all groups,
except Endofill. MTA Plus, MTA Fillapex and AH Plus induce a response that
culminates in the regression of inflammation and formation of a fibrous capsule
over time. Considering that IL-6 immunoexpression significantly reduced in the
MTA Plus and MTA Fillapex groups, it is possible to suggest that these
endodontic sealers may favor the regression of the periapical lesion.

Keywords: Biocompatible materials. Materials testing. Endodontics, Histology,
Interleukin-6. Collagen.
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1 INTRODUCAO

O material utilizado para a obturacdo do canal radicular € um dos fatores
determinantes para o sucesso do tratamento endoddntico3. Os cimentos obturadores
devem apresentar biocompatibilidade, desde que alguns de seus componentes
podem entrar em contato com o0s tecidos circundantes por meio dos canais
acessorios, canais laterais e forame apical®:.

A composicdo quimica dos cimentos endodfnticos estd diretamente
associada a resposta dos tecidos, podendo estimular uma resposta inflamatéria ou a
reparacdo dos tecidos periapicais>'?. Os cimentos a base de 6xido de zinco e
eugenol promovem resposta inflamatdria intensa, por longo periodo!?256667 causam
necrose dos tecidos apicais culminando num processo inflamatorio crénico na regiao
periapical®393.94,

O cimento, o AH Plus, a base de resina epOxi, possui caracteristicas
favoraveis como adesdo a estrutura dental, longo tempo de trabalho, facil
manipulacdo e insercdo, e satisfatéria capacidade seladora*#. Por todas essas
vantagens, o AH Plus é considerado o cimento “padrao-ouro”, sendo muito utilizado
em trabalhos que avaliam as propriedades de cimentos endodoénticos 194695,

O MTA Fillapex (Angelus Indastria de Produtos Odontolégicos Ltda, Londrina,
Brasil) € um cimento endoddntico que contém silicato tricalcico, silicato dicalcico,
aluminato tricalcico, 6xido de calcio, didxido de silicio e 6xido de aluminio, e também
contém 14% de oOxido de bismuto (Bi2O3), utiizado como agente
radiopacificador3176° além de resinas plasticas, silica nanoparticulada e pigmentos.
Embora o MTA tenha propriedades quimicas e bioldgicas satisfatorias?®26899  este
material € dificil de manusear, inserir nas cavidades, e apresenta um estendido

tempo de presa®®®, portanto foi necessario produzir um cimento com as
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caracteristicas satisfatérias do MTA. Este material apresenta como vantagens
excelente viscosidade, alta radiopacidade e tempo de trabalho satisfatorio, sendo,
portanto, indicado como cimento obturador?0303985  Estudos que avaliam a
biocompatibilidade e bioatividade do MTA Fillapex em culturas de células mostraram
um efeito citotéxico nos periodos iniciais’>'%3, Com o passar do tempo, foi observada
a formacéo de nédulos de mineralizacéo indicando a bioatividade deste cimento”>.

O MTA Plus (Avalon Biomed Inc., Bradenton, FL, EUA) é um material & base
de silicato tricalcico, silicato dicélcico e Bi>O3 na forma po-liquido/gel. Este material €
indicado para terapias pulpares vitais (capeamento pulpar e pulpotomia) e
procedimentos endodoénticos, tais como obturagdo de canal radicular e
retrobturacéo, reparo de perfuracbes e reabsorcOes internas, apicificacdo e
apicegénese!’1838  desde que induz a liberacdo de hidréxido de céalcio como
subproduto e formacéo de fosfato de calcio quando em contato com fluido tecidual?.
O MTA Plus apresenta particulas mais finas que o MTA, mas com a composi¢cao
guimica semelhante!®. O MTA Plus foi langcado no mercado apresentando um gel
como veiculo, o que proporciona melhor consisténcia, solubilidade e adesividade as
paredes da dentina’?, permitindo sua utilizagdo como cimento obturador. Ao avaliar o
potencial bioativo do MTA Plus, um estudo mostrou que este cimento é semelhante
ao ProRoot MTA (Dentsply Tulsa Dental Especialidades, York, PA, EUA), e libera
fons célcio em contato com agua ou solugdo de Hanks?'’.

Em um estudo que avaliou o retratamento de caninos humanos extraidos, o
MTA Fillapex mostrou ter maior adeséo as paredes da dentina quando comparado
ao MTA Plus. Por outro lado, o MTA Plus apresentou maior potencial de

biomineralizacdo do que o MTA Fillapex, sendo capaz de promover a deposicédo de
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apatita dentro dos tubulos dentinarios, semelhante a um “tag” entre a interface
dentina-MTA Plus’.

A resposta tecidual aos cimentos endoddnticos € um dos parametros para o
sucesso do tratamento endodontico. Escassos sdo o0s estudos sobre as
propriedades do MTA Plus, como cimento obturador (manipulado com gel),
principalmente, no que se refere a biocompatibilidade deste produto. Assim, torna-se
oportuno a avaliacdo da resposta tecidual provocada pelo MTA Plus no tecido
subcutaneo de ratos, em comparacdo a outros tipos de materiais disponiveis no

mercado para obturac&o de canais radiculares.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O sucesso do tratamento endodontico esta diretamente relacionado a correta
execucdo de todas as suas fases, desde um diagndstico preciso, passando pela
desinfeccéo eficaz dos canais radiculares e, finalmente, concluindo por uma correta
obturacdo (Schilder®?, 1967; Torabinejad, Pitt Ford®’, 1996). Dentre estas etapas, a
obturacdo dos canais radiculares tem como objetivo selar o mais hermeticamente
possivel todo o sistema de canais radiculares com materiais que nao interfiram e, de
preferéncia, estimulem o processo de reparo periapical (Whitworth'®, 2005). Os
cones de guta-percha, desenvolvidos em 1847, sdo os materiais solidos de escolha
para obturacdo dos canais radiculares, principalmente, por ndo serem irritantes aos
tecidos apicais e periapicais. Além disso, para que haja um selamento adequado,
associados aos cones de guta-percha, sdo utilizados cimentos endodoénticos os
guais tém a funcéo de preencher os espacos existentes entre 0s cones e as paredes
dos canais radiculares (Leonardo et al.>*, 1998; Leonardo, Leal®®, 2005).

Ao longo do tempo, inUmeros cimentos de diferentes composi¢cdes tém sido
desenvolvidos e avaliados para serem utilizados na obturacdo dos canais
radiculares. Um cimento endoddntico ideal deve prevenir a infiltracdo de micro-
organismos, ser insoluvel aos fluidos orais, possuir estabilidade dimensional, ser de
facil manipulacdo, possuir radiopacidade, ndo sofrer influéncia da umidade e deve
apresentar biocompatibilidade (Torabinejad, Pitt Ford®’, 1996).

Em 1936, Grossman“? (1988) introduziu na endodontia os cimentos a base de
oxido de zinco e eugenol, como por exemplo, o Endofill. Este cimento apresenta
caracteristicas fisicas e quimicas satisfatérias dentre elas bom tempo de trabalho,
facil manipulacdo e inser¢cdo no canal radicular, além do baixo custo, sendo,

portanto, o cimento endodéntico ainda utilizado pelo cirurgido-dentista (Leonardo et
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al.>4, 1998; Leonardo, Leal®8, 2005). Este cimento apresenta em sua composi¢ao o
eugenol que, apesar de elevada atividade antimicrobiana (Sipert et al.%?, 2005) é
irritante aos tecidos apicais e periapicais (Correa et al.?*, 2009; Queiroz et al.”®,
2011).

Estudos em cées relataram que os cimentos a base de 6xido de zinco e
eugenol causam necrose dos tecidos apicais com extenso processo inflamatério
cronico na regiéo periapical (Leonardo et al.>*, 1998; Tanomaru Filho et al.®*, 1998).
Além disso, estudos realizados com implantes de tubos de polietiieno em
subcutéaneo de ratos mostraram que este material provoca intensa resposta
inflamatéria, mesmo apos periodo prolongado (Batista et al.%, 2007; Becker et al.*©,
1983; Blackman et al.'4, 1989; Jho et al.**, 2016). O emprego deste cimento em
selamento de perfuracbes de furca € acompanhado por um intenso e extenso
processo inflamatorio, reabsor¢cdo do processo alveolar, ocasionando um aumento
significante do espaco periodontal (da Silva et al.?5, 2011).

O AH Plus, por sua vez, € o material de escolha em relacdo aos cimentos a
base de resina epodxica por apresentar favoraveis propriedades biologicas (Leonardo
et al.®, 1999; Leonardo, Leal®®, 2005). Este cimento apresenta também
propriedades fisicas e quimicas consideradas como adequadas, tais como alta
radiopacidade (Tanomaru Filho et al.®3, 2009) escoamento adequado (Bernardes et
al'?, 2010), baixa solubilidade (Garrido et al.3’, 2010) e boa capacidade seladora
(Santos et al.’®, 2010). Estudos em que foram realizadas obturacdes de canais
radiculares em dentes de cdes mostraram que o AH Plus estimula a formacéo de
tecido mineralizado na regido periapical, obliterando, parcialmente, o forame apical.

Além disso, este material, quando em contato com o tecido da regido periapical,



19

provoca reacéo inflamatéria suave no ligamento periodontal (Leonardo et al.>3, 2008;
Leonardo et al.%®, 1999; Tanomaru Filho et al. 3, 2009).

O MTA (Mineral Triéxido Agregado) € um material que foi introduzido na
endodontia, em 1993, com o0 objetivo inicial de selar as comunicac¢des da cavidade
pulpar com o periodonto adjacente como, por exemplo, em casos de perfuracdes
radiculares e retrobturacdes (Chong et al.?l, 2003; Roberts et al.”4, 2008;
Saunders’’, 2008; Torabinejad et al.®®, 1995; Torabinejad, Parirokh®, 2010). O MTA
€ um p6é composto principalmente por silicato tricélcico (66,1%), silicato dicalcico,
aluminato tricalcico, 6xido de célcio, dioxido de silicio e 6xido de aluminio, e também
contém 14% de oxido de bismuto (Bi2Os3), utilizado como agente radiopacificador
(Camilleri et al.'”, 2013). Atualmente, por este material apresentar melhor selamento
marginal e biocompatibilidade (Baek et al.?, 2005; da Silva et al.?¢, 2011; Holland et
al.*3, 1999; Scarparo et al.”®, 2010; Silva et al.?%, 2015; Tanomaru-Filho et al.®3, 2009;
Torabinejad et al.%, 1995) quando comparado a outros materiais existentes no
mercado, o MTA também tem sido considerado o produto de escolha em casos de
reabsorcdo dentaria interna ou externa, dentes com rizogénese incompleta,
capeamento pulpar e pulpotomia, apicificacdo e material retrobturador em cirurgia
parendodoéntica (Holland et al.*3, 1999; Silva et al.®, 2015; Tanomaru-Filho et al.%,
2009).

Devido a sua biocompatibilidade, um estudo foi conduzido utilizando o MTA
como material obturador Unico, ou seja, sem 0s cones principal e acessoérios de
guta-percha (Bogen, Kuttler®, 2009). Apesar dos autores terem relatado que houve
sucesso no tratamento de alguns casos, o MTA nao € indicado como cimento
obturador de canais radiculares devido a sua consisténcia granular (Camilleri et al.*®,

2013; Viola et al.®®, 2012) dificuldade de manipulacéo, inserir nas cavidades e um
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longo tempo de presa (Coomaraswamy et al.??, 2007; da Fonseca et al.?>, 2016).
Assim, novos materiais, com MTA em sua composi¢ao, tém sido desenvolvidos para
serem utilizados na obturacéo do canal radicular.

O MTA Fillapex (Angelus Industria de Produtos Odontoldgicos S/A, Londrina,
Brasil) € um material que foi desenvolvido com o objetivo de aliar as propriedades
biolégicas do MTA as propriedades fisicas e quimicas necessarias de um cimento
obturador de canais radiculares (Assmann et al.3, 2012; Gomes-Filho et al.®%, 2012;
Nagas et al.®®, 2012). Este cimento é basicamente composto por MTA, acrescido de
resinas plasticas, silica nanoparticulada, pigmentos e o6xido de bismuto como
radiopacificador (Assmann et al.3, 2012; Nagas et al.%%, 2012). Algumas das
vantagens deste material sdo a capacidade osteocondutora, selamento marginal
adequado, excelente fluidez, alta radiopacidade, alta solubilidade e tempo de
trabalho satisfatério (Gomes-Filho et al.3?, 2012; Silva et al.?5, 2013; Silva et al.?’,
2016.

Ha evidéncias de que o MTA Fillapex apresenta boa atividade antimicrobiana
contra o Enterococcus faecalis (Morgental et al.%®, 2011) e que induz uma resposta
tecidual moderada, semelhante as formulacdes originais do MTA (Grossman et al.*?,
1988). No entanto, quando comparado ao AH Plus, o MTA Fillapex induz uma
reacdo inflamatéria mais intensa no tecido subcutaneo de ratos (Ferino%t, 2012).
Além disso, este cimento apresenta alta citotoxicidade nos periodos iniciais em
culturas de células (Mestieri et al.®4, 2015; Salles et al.”®, 2012; Scelza et al.&, 2012).

O MTA Fillapex em contato com células imortalizadas (osteoblastos de
humano) apresentou bioatividade e biocompatibilidade, promovendo a deposicéo de
noédulos de mineralizacdo. Aos 7 dias, o MTA Fillapex apresentou um efeito

citotoxico enquanto que, aos 21 dias, mostrou a formacdo de grande numero de
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nédulos de mineralizacdo e presenca de cristas de hidroxiapatita. Os autores
concluiram com esse trabalho que o MTA Fillapex mostrou claramente a capacidade
de estimular a formacéo de cristais de apatita em cultura de células semelhantes a
osteoblastos humanos, sendo um material promissor na obturagdo de canais
radiculares (Salles et al.”, 2012).

Outro material a base de MTA é o MTA Plus (Avalon Biomed Inc, FL, EUA) o
qual foi introduzido no mercado com o objetivo de ser utilizado em varias situacdes
clinicas, incluindo obturacdo de canais radiculares. Este material possui como
veiculo um gel hidrossoluvel que promove uma mistura estavel, diminuindo a
solubilidade do produto (Qi et al.”?, 2012) e, segundo o fabricante (MTA Plus®8,2012),
€ composto por finas particulas de MTA o que melhora a incorporacéo do p6 ao gel,
facilitando a manipulacdo e insercdo do material no interior do canal radicular
(Formosa et al.**, 2013). Além disso, este gel melhora a consisténcia, a solubilidade
e adesividade as paredes dentinarias (Qi et al.”?, 2012) permitindo seu uso como
material obturador. A proporcdo po/gel deste material pode variar a partir de 1:1 até
4:1, dependendo da aplicacdo clinica a ser utilizado; na obturacdo de canais
radiculares a proporcao utilizada € 1:1 (uma gota do gel para uma colher medidora
de po).

O MTA Plus usado como agente de protecdo apos pulpotomias em dentes de
ratos foi considerado um material biocompativel desde que promoveu baixa
concentracdo de IL-1B e IL-1a no tecido pulpar e estimulou a formacéo de ponte de
dentina apds 30 e 60 dias (Kramer et al.>%, 2014).

A biocompatibilidade e bioatividade do MTA Fillapex e MTA Plus foi avaliada
usando cultura de células da polpa dentaria de terceiros molares de humanos. Este

estudo mostrou que o MTA Plus apresentou biocompatibilidade e bioatividade em
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cultura de células da polpa dentaria, enquanto que o MTA Fillapex mostrou
citotoxidade nos periodos iniciais (24 horas) (Mestieri et al.54, 2015).

A reacdo tecidual promovida pelos materiais obturadores é de fundamental
importancia para o desenvolvimento do mesmo. No processo inflamatorio, a primeira
etapa € a agressao ao tecido causando a migracao de diversas células inflamatérias.
A intensidade e progressao desse processo inflamatério depende de fatores locais e
sistémicos, envolvendo eventos celulares que resultam na producéo e liberacdo de
moduladores da inflamacdo, tais como interleucina 1 e 6 (IL-1 e IL-6) e
prostaglandinas (PGE) (Hrabak et al.*4, 2008; Nibali et al.”*, 2012).

A IL-6 € uma citocina multifuncional inflamatoria sintetizada em resposta a um
trauma ou uma infeccdo, que pode ativar células especificas exercendo assim um
papel importante na reacdo inflamatéria e reabsorcdo 6ssea (de Oliveira et al.?,
2017; Florencio-Silva et al.®2, 2015). A IL-6 é secretada por mondcitos, macréfagos,
neutréfilos, fibroblastos e linfocitos T (da Fonseca et al.?, 2016; Scheller et al.®,
2011) e é frequentemente encontrada nas pulpites e nos processos inflamatorios
dos tecidos periapicais estimulando a diferenciacdo e o0 recrutamento de
osteoclastos (Barkhordar et al.8, 1999; Nibali et al.”t, 2012).

Assim, 0 objetivo desse estudo foi avaliar a reacéo tecidual promovida pelo
MTA Plus no tecido subcutaneo de ratos. Para esse propésito, foram realizadas
analises morfologica e morfométrica para avaliar a extensdo do processo
inflamatdrio nas capsulas adjacentes aos materiais bem como a possivel formacéo
de colageno, em consequéncia da regressao da reacado inflamatoria ao decorrer do

tempo.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a reagéo tecidual promovida pelo MTA Plus
e MTA Fillapex em subcutaneo de ratos. A reacdo tecidual provocada por este
cimento foi comparada as reacdes do AH Plus, usado como padréao “ouro”, e Endofill

como controle positivo.

Nossos objetivos especificos foram avaliar as capsulas formadas adjacentes

aos materiais nos seguintes parametros:

- A intensidade do processo inflamatério e a sua possivel regressédo ao
decorrer do tempo e formacéo de uma capsula fibrosa.
- A imunoexpressao de interleucina-6, citocina pro-inflamatoria, nas células

das capsulas nos diferentes periodos.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais

O protocolo da presente pesquisa foi analisado e aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de Araraquara —
FOAr/UNESP (Processo CEUA n° 27/2013) (ANEXO).

Neste estudo, foram utilizados 100 ratos Holtzman (Rattus norvegicus albinus)
adultos jovens, pesando em média 220 gramas, provenientes do Biotério de Criacao
da Faculdade de Odontologia, Campus de Araraquara (UNESP). Os animais foram
mantidos no Biotério do Subsolo do Prédio de Biomorfoldgicas da FOAr-UNESP, em
ambiente com temperatura (23+2°C) e umidade (55+10%) controladas e fotoperiodo
de 12 horas. Os animais foram acondicionados em gaiolas de polietileno forradas
com maravalha e receberam racao e agua ad libitum.

Os animais foram distribuidos equitativamente em cinco grupos: MP (MTA
Plus, Avalon Biomed Inc., Bradenton, Flérida, EUA), MF (MTA Fillapex, Angelus,
Londrina, Parana, Brasil), AP (AH Plus, Dentsply, De Trey, Konstanz, Alemanha), EF
(Endofill, Dentsply, Petrépolis, RJ, Brasil) e C (Grupo controle; tubos de polietileno
vazios). A composic¢ao, proporcdo e marca comercial dos materiais avaliados estéao

descritos no Quadro 1.



Quadro 1 - Nome, composicdo, propor¢cdo de manipulacdo utilizada e marca

comercial dos materiais avaliados.

Materiais

Composicao

Proporcéo de
manipulacdo

Marca Comercial

MTA Plus

Pa: silicato tricalcio, 6xido

de bismuto, silicato

dicalcio, sulfato de calcio,
silica

Gel: solucao a base de
agua

P6: 78mg
Gel: 50mg
Dosar 1 medida
do p6 e uma
ampola do gel. |
Espatular até
conseguir uma
consisténcia
pastosa.

Avalon Biomed
nc. Bradenton, FL,
USA
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MTA Fillapex

Resina salicilato, Resina
diluente, Resina natural,
Oxido de Bismuto, Silica
nanoparticulada, Triéxido
Agregado Mineral,
Pigmentos

1 cm de cada
pasta
Dosar

quantidades

iguais de ambas
as pastas e

espatular por 30
segundos

Angelus, Londrina,
PR, Brasil

AH Plus

Pasta A: resina epoxica,
tungsténio de calcio,
6xido de zirconia, silica,
oxido de ferro e
pigmentos.

Pasta B: aminas,
tungsténio de calcio,
o6xido de zirconio, silica,
6leo de silicone

1 cm de cada
pasta
Dosar

quantidades

iguais de ambas
as pastas e

espatular por 20
segundos.

Dentsply, De Trey,
Konstanz,
Alemanha

Endofill

P6: 6xido de zinco, resina
hidrogenada,
subcarbonato de bismuto,
sulfato de bario and
borato de sédio.
Liquido: eugenol e Gleo
de améndoa

P6: 19
Liquido: 220 uL
Dispensar 3 gotas
do liquido na
placa de mistura.
Adicionar p6 ao
liquido até
conseguir uma
consisténcia que,
ao colocar a
espatula sobre a
mistura e levanta-
la, ird formar um
fio de cimento que
se rompera
quando atingir um
comprimento de,
aproximadamente,

Dentsply,
Petrépolis, RJ,
Brasil

2 cm.

Fonte: Elaboracéo prépria
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4.2 Procedimentos cirurgicos

Os animais foram anestesiados com uma solugdo contendo 80 mg/kg
cloridrato de cetamina a 10% (Virbac do Brasil Industria e Comércio Ltda, Sdo Paulo,
Sao Paulo, Brasil) e 8 mg/kg de cloridrato de xilazina a 2% (Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, Sado Paulo, Sdo Paulo, Brasil), administrada por via
intraperitoneal com seringa e agulha de insulina

Apo6s sedacdo, o animal foi posicionado em decubito ventral para realizacao
da tricotomia e antissepsia da regido com solucéo de iodo a 5%. Uma inciséo de 2
cm foi realizada no sentido créanio-caudal com auxilio de uma |amina de bisturi n® 15
(Fibra Cirurgica, Joinville, Santa Catarina, Brasil). A pele foi divulsionada com
tesoura de ponta romba e, posteriormente, foi inserido um tubo de polietileno
(Embramed Industria e comércio Ltda., Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) medindo 10
mm de comprimento x 1,5 mm de diametro, previamente esterilizado em oOxido de
etileno (Viola et al.%, 2012). Os tubos foram preenchidos com os materiais descritos
no Quadro 1 e, no grupo controle (C), os tubos permaneceram vazios.

Em cada animal foi colocado somente um implante no subcutaneo dorsal;
foram utilizados 5 animais por grupo em cada periodo. O local da pele incisada foi
suturado com pontos simples utilizando fio de seda 4-0 (Ethicon Inc., S&o José dos
Campos, Sao Paulo, Brasil). Apos 7, 15, 30 e 60 dias aos implantes, os animais
foram eutanasiados com sobredose de anestésico e os implantes com os tecidos

circundantes foram cuidadosamente removidos (Figuras 1A-1lI).
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Figura 1 — Sequéncia cirurgica da insercdo e remocao do tubo de polietileno no

tecido subcutaneo dorsal do rato

E L. M 1F N F
Figura 1A-1l — Sequéncia cirdrgica da inser¢do e remocao do tubo de polietileno no tecido
Figura 1A-1B — com o rato anestesiado, ap0s a tricotomia e assepsia, com uma lamina de
bisturi foi realizada uma incisdo de aproximadamente 2cm no sentido cranio-caudal. Figura
1C - divulséo do tecido com uma tesoura de ponta romba para criar uma “bolsa cirdrgica”
onde seré inserido o tubo de polietileno. Figura 1D-1E - Tubo de polietileno com o cimento
em seu interior sendo inserido na bolsa cirdrgica criada no tecido subcutaneo do rato.
Figura 1F — sutura da inciséo realizada com fio de seda. Figura 1G - rato anestesiado, em
decubito ventral, no momento da remoc¢é&o do implante no subcutaneo. Figura 1H - remogé&o
de uma porc¢éo do tecido contendo o tubo de polietileno implantado no subcutaneo. Figura
11- corte sobre papel filtro para evitar dobramento do tecido.

Fonte: Elaboracéo propria
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4.3 Processamento histolégico

Os implantes envolvidos pelos tecidos foram removidos e, imediatamente,
imersos na solucdo de formaldeido a 4% (preparado a partir do paraformaldeido)
tamponada com fosfato de sédio 0,1 M e pH 7,2, durante 48 horas. Apos fixacdo, os
espécimens foram lavados em agua corrente durante 4 horas e, subsequentemente,
foram desidratados em concentracdes crescentes de etanol (70° GlI, 80° GlI, 90° Gl e
100° GI). Ap6s a desidratacdo, os espécimens foram diafanizados com xilol (3
banhos de 1 hora cada). Apés a diafanizacdo, os espécimens foram embebidos em
parafina liquida (60°C), por aproximadamente 4 horas (3 trocas de parafina), e
incluidos em parafina. Os espécimens (implantes + tecidos adjacentes) foram
posicionados de maneira a possibilitar a obtenc&o de cortes longitudinais em relacéo
aos tubos de polietileno. Apdés confeccdo dos blocos de parafina contendo os
espécimens, com auxilio de um estilete e de uma lamina de bisturi no 15, o tubo de
polietileno foi cuidadosamente removido e inserido parafina no seu espaco.

Com um micrétomo rotativo (Leica, modelo RM2125 RST, Heidelberg,
Alemanha) e navalhas descartaveis de aco inoxidavel (Leica, modelo 818,
Heidelberg, Alemanha), foram obtidos 60 cortes com 6um de espessura, sendo que
foram aderidos 3 cortes em cada lamina. Cortes néo seriados, com distancia minima
de 100 um, foram corados com HE para a analise morfologica e quantitativa. Os
cortes aderidos as laminas previamente tratadas com silano a 4% (Sigma-Aldrich
Co., Saint Louis, Missouri, EUA), foram submetidas a reacdo imuno-histoquimica

para deteccao de interleucina-6 (IL-6).
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4.4 Analise Morfologica

Os cortes ndo seriados dos implantes corados com hematoxilina & eosina
(HE) foram utilizados para a descricdo morfolégica da reacdo tecidual provocada
pelos materiais. Na andlise morfologica (Figura 2), foi avaliada a presenca do
processo inflamatoério na capsula, bem como a sua extenséo; considerou-se também
o tipo de tecido conjuntivo que constituia a capsula, presenca de vasos sanguineos,

células gigantes multinucleadas, fibroblastos e fibras colagenas.

4.5 Densidade de volume (Vv) de células inflamatorias (VvCl) e de fibroblastos

(VVvFb)

Com o objetivo de estimar a incidéncia de células inflamatorias e de
fibroblastos nas capsulas, optou-se pela andlise da densidade de volume®:. A
densidade de volume (Vv) foi realizada em 3 cortes ndo seriados corados com HE,
mantendo-se um intervalo minimo de 100um entre os cortes. Esta analise
guantitativa foi realizada em 3 cortes de cada implante de todos os espécimes, ou
seja, nos 5 animais de cada grupo/periodo.

Com auxilio de uma camera (DP-71, Olympus® — Japdo) acoplada ao
microscopio de luz (Olympus®, modelo BX-51), em aumento de 40x, imagens da
capsula adjacente aos materiais implantados foram capturadas (Figura 3).
Posteriormente, com um programa de andlise de imagens (Image-Pro Express 6.0,
Olympus®-Japdo), uma grade reticular padronizada, contendo 204
interseccBes/pontos, foi sobreposta as imagens capturadas. O namero de pontos
sobre as células inflamatorias e os fibroblastos foram computados; os pontos que
incidiram sobre vasos sanguineos, espaco extracelular, fibras de colageno, células

gigantes multinucleadas e particulas de material foram computados como outros
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(VvO). Dessa maneira, foi obtido a densidade de volume de células inflamatorias

(VVvCI) e fibroblastos (VVvFDb).

Figura 2 — Aspecto geral da capsula

A fotomicrografia mostra uma porgdo do corte exibindo os tecidos adjacentes ao tubo de
polietileno implantando no subcutaneo. A letra T indica o espago ocupado pelo tubo de

polietileno que foi removido para obtencéo do corte histologico. Aspecto geral da capsula (C)
adjacente a abertura do tubo implantado. HE. 65x.

Fonte: Elaboracgé&o propria



31

Figura 3 — Imagem ilustrativa do método quantitativo
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A imagem representa um “print screen” da tela do computador de uma fotomicrografia
capturada com a camera DP-71 acoplada ao microscéopio Olympus. Com auxilio do
programa de analise de imagem (Image Pro-Express, Olympus), a imagem foi aberta e,
apos a calibragdo, uma grade reticular contendo 204 intersecgdes/pontos (sistema teste) foi
sobreposta a imagem. Para facilitar a identificagdo das células e demais estruturas foi dado
um “zoom”. Dessa maneira, foram computadas as células e estruturas que incidiram as
intersecgOes (seta), possibilitando a obtencdo da densidade de volume de cada estrutura.

HE. 695X

Fonte: Elaboracéo prépria

4.6 Reacdo imuno-histoquimica para detecc¢éo de IL-6

Para a deteccgéo de IL-6, foi utilizado o anticorpo primario anti-IL-6 produzido

em cabra (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, EUA). Apos
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desparafinizacdo e hidratacéo, os cortes foram imersos em tampao citrato de sédio
0,001 M com pH 6,0 e submetidos ao tratamento com micro-ondas por 20 minutos a
90-94°C, para recuperacdo antigénica. Apoés o resfriamento, os cortes foram lavados
em tampao Tris-HCI 0,05 M (pH 7,4) e, em seguida, imersas em solucado aquosa de
peréxido de hidrogénio a 5%, para o blogueio da peroxidase enddégena. Os cortes
foram lavados novamente e, entéo, incubados com albumina de soro bovino a 2%
(Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, Missouri, USA), por 20 minutos. Em seguida, o0s
cortes foram incubados overnight (16 a 18 horas) em camara Umida a 4°C com
anticorpo primario anti-IL-6 (diluicdo 1:100)

Apés as lavagens em tampao Tris-HCI, a reacédo para IL-6 foi amplificada
utilizando-se o anticorpo anti-IgG biotinilado de coelho/camundongo/cabra (LSAB,
Dako Inc., Carpinteria, Califérnia, EUA), por 40 minutos. Apds lavagem em tampéo
Tris-HCI, os cortes foram incubados com o complexo HRP (System-HRP, Dako Inc.,
Carpinteria, California, EUA), por 40 minutos. Os cortes foram entdo lavados com
tampdo e a atividade da peroxidase foi revelada pelo cromégeno 3,3-
diaminobenzidina (DAB, Dako Inc., Carpinteria, Califérnia, EUA) durante 2-3
minutos. Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Carazzi, desidratados,
diafanizados e montados para andlise ao microscopio de luz. Como controle
negativo da reacdo, alguns cortes foram submetidos as mesmas etapas, exceto a
etapa de incubac&o com anticorpo primario; nesta etapa, os cortes foram incubados

com soro nao imune.

4.7 Densidade numérica de células positivas a IL-6

Com o objetivo de verificar se houve diferencas entre os grupos e periodos, o

namero de células imunopositivas para IL-6 foi estimado nas cdpsulas dos implantes
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de cada grupo/periodo. Com auxilio de uma camera digital (DP-71, Olympus,
Toquio, Japdo) acoplada a um microscopio de luz (BX-51, Olympus, Toquio, Japao),
uma area padrdo de 0,09mm? da capsula adjacente a abertura do tubo implantado
foi capturada, em aumento de 40x. O namero de células imunopositivas a IL-6 foi
computado com auxilio de um programa de analise de imagens (Image Pro-Express
6.0, Olympus, Téquio, Japdo). Assim, o nimero de células imunopositivas/mm? de
capsula foi obtido para cada implante; posteriormente, calculou-se a média para

cada grupo em cada periodo.

4.8 Estimativa do conteudo de colageno birrefringente

O conteudo de colageno birrefringente nas capsulas foi estimado a partir de
cortes submetidos método do picrosirius-red e analisados com filtros de polarizacéo
acoplados ao microscopio de luz (BX-51, Olympus, Toquio, Japao). Foram utilizados
3 cortes nao seriados (com intervalo minimo de 100 pm) por implante, em todos os
periodos. Em cada corte, uma imagem da capsula foi capturada com auxilio de uma
camera digital (DP-71, Olympus, Téquio, Japdo) e objetiva de 40x. As imagens
foram capturadas com parametros padronizados de intensidade de luz, abertura do
diafragma de campo, abertura do diafragma do condensador, altura do condensador,
objetiva, angulacao do polarizador, brilho e contraste da imagem.

O conteudo de colageno birrefringente foi estimado usando metodologia
previamente descrita®®®?, Com um programa de imagens (Image J, National
Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA), os matizes resultantes da birrefringéncia
das imagens das capsulas foram analisados a partir do histograma de matiz
disponivel no guia “Color Threshold”. O numero de pixels de cada matiz

(vermelho/alaranjado: matizes 2 a 38 e 230 a 256; amarelo: matizes 39 a 51; verde:
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matizes 52 a 128) foi expresso como uma porcentagem do total de coldgeno
birrefringente no corte da porcado da capsula. Deste modo, os dados representam,

em porcentagem, a soma dos matizes nos 3 cortes da capsula de cada implante.

4.9 Anélise Estatistica

As possiveis diferencas entre os grupos em cada periodo e as diferencas de
cada grupo com o decorrer do tempo foram submetidas ao teste de normalidade e,
posteriormente, avaliadas pelo two-way ANOVA seguido pelo teste Tukey
(GraphPad Software Inc, San Diego, Califérnia, USA). O nivel de significancia

considerado foi p<0,05.
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5 RESULTADO

5.1 Analise morfoldgica

Aos 7 dias, os implantes de todos os grupos estavam envolvidos por uma
espessa capsula contendo diversas células inflamatérias, principalmente linfécitos,
plasmocitos e macréfagos (Figuras 4A-4J). Além disso, alguns fibroblastos e vasos
sanguineos também foram observados nas capsulas. A por¢do mais interna das
capsulas — em intima proximidade aos materiais — continha escassos componentes
da matriz extracelular, ou seja, colageno e substancia fundamental amorfa (Figuras
4F-4J). No entanto, células inflamatorias ndo foram observadas nos tecidos
adjacentes as capsulas com limites bem definidos (Figuras 4A-4E). Ocasionalmente,
células gigantes multinucleadas foram observadas nas capsulas (Figura 4F). Na
capsula do EF, foram observados alguns neutrdfilos (Figura 41).

No periodo de 15 dias, uma diferenca evidente na distribuicdo e arranjo dos
tipos celulares foi observado nas capsulas do MTA Plus e MTA Fillapex em
comparacdo aos demais grupos (Figuras 5A-5E). Na porcdo mais interna das
capsulas do MP e do MF continham, predominantemente, fibroblastos; as células
inflamatdrias estavam situadas principalmente proximas aos vasos sanguineos nas
porcbes mais distante da superficie dos materiais (Figuras 5A e 5B). Em
contraposicao, as células inflamatorias e fibroblastos estavam distribuidos por toda a
extensdo nas capsulas do AH Plus, Endofill e controle (Figuras 5C-5E). Nota-se a
presenca de neutrofilos na capsula do EF (Figura 5D).

Aos 30 dias (Figuras 5F-5J), as capsulas exibiram poucas células
inflamatdrias arredondadas e mononucleadas, principalmente linfécitos, entre tipicos

fibroblastos; feixes de fibras colagenas foram observados nas capsulas de todos os
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grupos, com excecdo do Endofill onde as fibras coldgenas eram escassas (Figura
51).

Ap6s 60 dias de implantacdo (Figuras 6A-6J), as capsulas delgadas
caracterizavam-se pela presenca de um tecido conjuntivo fibroso, exceto as
capsulas do Endofill (Figuras 6A-6E). As capsulas fibrosas exibiram alguns
fibroblastos/fibrocitos situados entre os feixes de fibras colagenas; poucas células
inflamatérias estavam presentes nas capsulas adjacentes ao MTA Plus, MTA
Fillapex, AH Plus e controle (Figuras 6F-6H e 6J). Em contraposi¢cédo, uma moderada

reacao inflamatoria ainda persistia nas capsulas adjacentes ao Endofill (Figura 6l).

5.2 Densidade de volume de células inflamatdrias (VvCl) e de fibroblastos
(VvFb)

De acordo com a Tabela 1, os valores mais altos da VvCIl nas capsulas de
todos os grupos foi observado no periodo de 7 dias. Apds este periodo, uma
reducdo gradativa e significante na VVvCl nas capsulas de todos os grupos foi
observada. No periodo de 15 dias, diferencas significantes ndo foram observadas na
VVCI entre os grupos MP, MF e controle. Além disso, a VvCl foi maior
significantemente nas capsulas do AH Plus e Endofil em comparacdo aos grupos
MTA Fillapex e controle. De 30 para 60 dias, diferencas significantes na VvCIl nao
foram detectadas entre os grupos MP, AP, EF e o grupo controle. Aos 30 dias, nao
foi observada diferenca significante entre os grupos na VvCIl . No entanto, no
periodo de 60 dias, a VVvCI nas capsulas do Endofill foi significantemente maior em
comparacao aos demais grupos. A VvCI no Endofill foi aproximadamente 2 vezes

superior aos valores obtidos nos outros grupos.
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Aos 7 dias, a VvFb (Tabela 1) ndo apresentou diferengas significantes entre
os grupos MP, MF, AP e C, enquanto que o valor do grupo EF foi significantmente
maior em comparacdo aos grupos MP, MF e AP. Foi observada diferenca
significante na VvFb apenas no grupo EF de 15 para 30 dias. Aos 60 dias, a VvFb
nas capsulas do grupo MF foi significantemente menor em compara¢do aos grupos
MP, EF e C. Diferencas significantes nao foram observadas entre os grupos MP, AP,

EF e C.
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Tabela 1 — Densidade de volume (Vv), em porcentagem (%), de células inflamatorias (VvCl)
e fibroblastos (VvFb) nas capsulas dos grupos MTA Plus (MP), MTA Fillapex (MF), AH Plus
(AP), Endofill (EF) e Controle (C) aos 7, 15, 30 e 60 dias.

MP MF AP EF C
WCl 154+1,02! 16,2+3,12! 152+2,781 16,0+2,721 15,6+ 3,621
__§ VWFb 89+15* 68+1,13%% 77+18% 124+0,9°2 95+21ab1
~  wo 75,7+2,4 76,9+1,2 77,1+1.8 715+21 748+21
WCI 7,2+1,2%2 6,0+2,02>3 10,1+2,9»¢2 119+15% 52+0,92?
-_§ VWFb 11,8+2,231 146+4,4% 119+5,032 158+4,43 12,7 +3,13!
& WO 810+27 79,3+2/4 779+3.9 72,2+ 3,8 82,0+29
WCl 45+1,1%2% 66+2,1% 52+0,8* 63+1,6* 4,0+1,132
§ VFb 13,0+4,43! 10,7+1,62%2 14,1+3,7%2 10,2+1,6%% 13,6+5,0%!
B WO 824+25 8262+27 80,6%25 83,3+1,2 82,3+2,0
WwCl 38+09* 30+05* 43+1,2* 88+0,6° 3,9+0,6%2
§ WFb 9,2+0,7%! 52+0,9* 8,1+23%1 88+2322 91+233!
3 wO 87,0+x1,0 91,8 +0,9 87,5+1,8 82,314 86,9+1,2

*média + desvio padrédo

VvO: vasos sanguineos, espaco extracelular, fibras coldgenas e particulas de material.

A comparacao entre 0s grupos esté indicada pelas letras diferentes sobrescritas nas vérias linhas.
A comparacao entre os periodos esta indicada pelos nimeros diferentes sobrescritos nas colunas.
Teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Elaboracao prépria
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Figuras 4A-4J — Fotomicrografias mostrando porcbes de cortes das cépsulas
adjacentes a abertura dos tubos de polietileno (T) implantados no subcutaneo de
ratos, apés 7 dias. Figuras 4A-4E - visdo geral mostrando as capsulas (C)
envolvendo a abertura dos tubos implantados (T). As capsulas espessas (C) exibem
uma densa populacdo de células inflamatérias. Note que os tecidos adjacentes as
capsulas ndo exibem agregados de células inflamatorias. M, tecido muscular; LC,
tecido conjuntivo frouxo. 25x. Figuras 4F-4J — as fotomicrografias mostram, em
maior aumento, a porcdo mais interna das capsulas (C). Diversas células
inflamatodrias (setas), principalmente linfécitos, plasmdcitos e macrofagos, estédo
presentes nas capsulas. N, neutrofilo; Fb, fibroblastos; CG, célula gigante
multinucleada; VS, vasos sanguineos. 530x. HE.
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Figuras 5A-5J — fotomicrografias mostrando a por¢cdo mais interna das capsulas
apos 15 (Figuras 5A-5E) e 30 (Figuras 5A-5E) dias ao implante. Figuras 5A-5E -
as capsulas do MTA Plus (Figura 5A) e MTA Fillapex (Figura 5B) contém diversos
fibroblastos (Fb) em intima proximidade aos cimentos endodénticos. Nestas
capsulas, as células inflamatdrias (setas) estéo situadas na por¢do mais externa das
capsulas. No AH Plus (Figura 5C), Endofill (Figura 5D) e controle (Figura 5E), células
inflamatorias (setas) entre os fibroblastos (Fb) estdo dispersas por toda a extensao
das capsulas. N, neutréfilo; VS, vaso sanguineo. Figuras 5F-5J — as cépsulas
apresentam poucas células inflamatérias (setas) entre tipicos fibroblastos (Fb) e
fibras colagenas (FC). Na Figura 5B, pequenas particulas do MTA Fillapex (em

preto) estdo dispersas pela capsula. VS, vaso sanguineo. 530x. HE.
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Figuras 6A-6J — Fotomicrografias mostrando porgcbes de cortes das capsulas
adjacentes a abertura dos tubos de polietileno (T) implantados no subcutaneo de
ratos, apos 60 dias. Figuras 6A-6E — visdo geral mostrando as cépsulas (C)
envolvendo a abertura dos tubos implantados (T). As capsulas sdo constituidas por
um tecido conjuntivo denso (fibroso), com excecao do Endofill (Figura 6D). Adjacente
ao Endofill, a capsula contém diversas células inflamatérias. M, tecido muscular. 25x.
Figuras 6F-6J — as fotomicrografias mostram, em maior aumento, a porcdo mais
interna das cépsulas (C). No MTA Plus (Figura 6F), MTA Fillapex (Figura 6G), AH
Plus (Figura 6H) e controle (Figura 6J), as capsulas mostram tipicos
fibroblastos/fibrocitos (Fb) entre feixes espessos de fibras coldgenas (FC); poucas
células inflamatérias (setas) sdo ainda observadas. Na Figura 61, a capsula do
Endofill exibe evidente presenca de células inflamatorias (setas) entre fibroblastos
(Fb). VS, vaso sanguineo. 530x. HE.
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5.3 Deteccdo imuno-histoquimica para IL-6 e densidade numérica de células

Imunopositivas

Os cortes das céapsulas de todos os grupos submetidos a reagdo imuno-
histoquimica para IL-6 mostraram células inflamatorias e alguns fibroblastos exibindo
citoplasma em castanho, ou seja, positivos a imunorreacdo. No entanto, uma
acentuada imunopositividade foi observado nas capsulas dos grupos aos 7 dias em
comparacao ao periodo de 60 dias (Figuras 7A-7J). Aos 60 dias, escassas células
inflamatodrias e poucos fibroblastos/fibrécitos imunomarcados estavam presentes
entre os feixes de fibras coldgenas nas capsulas de todos o0s grupos, com excecao
do Endofill (Figuras 7F-7J). As céapsulas do Endofill exibiram diversas células
inflamatdrias imunopositivas por toda a sua extensao (Figura 71). Em contrapartida,
0s cortes de capsulas de todos os grupos incubados sem o anticorpo primario
(controle negativo), ndo exibiram células imunopositivas (dados néo ilustrados).

De acordo com a Tabela 2, o numero de células imunopositivas a IL-6 foi
menor significantemente no grupo MP em comparacéo a todos os demais grupos no
periodo de 7 dias. Aos 15, 30 e 60 dias, o numero de células imunomarcadas foi
significantemente maior nas capsulas do EF em comparacdo aos grupos MP, MF,
AP e C. Nos periodos de 15, 30 e 60 dias, os valores de células imunomarcadas no
grupo controle foram menores significantemente em comparagdo aos grupos com
cimentos; enquanto que o grupo EF apresentou um valor maior significantemente em
comparacao aos demais grupos.

Em todos os grupos, o numero de células imunomarcadas nas cépsulas
reduziu significantemente de 7 para 60 dias. Entre 7 e 15 dias, foi observada
diferenca estatisticamente significante apenas nos grupos AP, EF e C. Os grupos

MP, AP e EF n&o apresentaram diferencas significantes de 15 para 30 dias. Entre 30
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e 60 dias, houve reducdo significante na densidade numérica de células

imunopositivas nos grupos MP, MF e EF.

Tabela 2— Densidade numeérica de células positivas a IL-6 nas capsulas dos grupos MTA
Plus (MP), MTA Fillapex (MF), AH Plus (AP), Endofill (EF) e Controle (C) aos 7, 15, 30 e 60
dias.

Periodos MP MF AP EF C

7 dias 562+2721 769+102°1  1013+106%! 931+111¢9!  840+167>d1

15 dias 60715741 662+71a1 60015422 800+100°? 342+52¢2

30 dias 569+10421 520+4232 598+68%2 74445702 182+54¢3

60 dias 302+3132 37814433 489+18P2 604+26¢3 17143243

*médiatdesvio padrdo

A comparacao entre os grupos esta indicada pelas letras diferentes sobrescritas nas varias linhas.
A comparacéo entre os periodos esté indicada pelo nimero sobrescritos nas colunas.

Teste de Tukey (p<0,05)

Fonte: Elaboracéo prépria
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Figuras 7A-7J — Fotomicrografias mostrando porcdes de cortes das capsulas
adjacentes a abertura dos tubos de polietileno (T) implantados no subcutaneo de
ratos, apos 7 (Figuras 7A-7E) e 60 (Figuras 7F-7J) dias. Os cortes foram
submetidos a imuno-histoquimica para deteccdo de IL-6 (em castanho) e
contracorados com hematoxilina. Figuras 7A-7E - diversas células inflamatorias
(setas), principalmente linfécitos, plasmdcitos e macréfagos, exibem imunomarcacao
citoplasmatica. Fibroblastos (Fb) positivos a IL-6 sdo também observados. Figuras
7F-7J — células inflamatérias (setas) e fibroblastos (Fb) exibindo imunomarcacéo
citoplasmatica estdo esparsamente distribuidos entre as fibras coldgenas (FC) nas
capsulas de todos os grupos, com excecdo do Endofill. No Endofill (Figura 71), a
capsula exibe diversas células inflamatérias arredondadas (setas) imunopositivas a
IL-6. Na Figura 7H, particulas do cimento AH Plus séo observadas na por¢gao mais
interna da capsula; algumas destas particulas estdo, aparentemente, no interior de

células (setas). E, célula endotelial imunopositiva; VS, vaso sanguineo. 530x.



45

5.4 Conteudo de coladgeno birrefringente

Aos 7 dias, as capsulas exibiram poucas fibras colagenas birrefringentes
(Figuras 8A-8E) enquanto que, aos 60 dias, as capsulas dos grupos do MTA Plus,
MTA Fillapex, AH Plus e do controle continham uma acentuada presenca de
colageno birrefringente (Figuras 8F-8H e 8J). Neste periodo, as capsulas do Endofill
exibiram ainda pouco material birrefringente (Figura 8l).

A andlise quantitativa (Tabela 3) revelou que o mais baixo contetdo de
colageno nas capsulas de todos os grupos foi computado aos 7 dias; neste periodo,
diferencas significantes entre os grupos nao foram observadas. De 7 para 15 dias,
um aumento significante no colageno birrefringente foi verificado nas capsulas de
todos os grupos. Nos periodos de 30 e 60 dias, diferencas significantes nao foram
detectadas entre os grupos MP e AP. Nos periodos de 7, 15 e 60 dias, diferencas
significantes ndo foram observadas entre os grupos MP e C. Aos 60 dias, diferencas
significantes no conteudo de birrefringéncia ndo foram observadas entre as capsulas
do MTA Plus, MTA Fillapex, AH Plus e controle.

Tabela 3 — Conteudo de colageno birrefringente (Col), em porcentagem, nas capsulas dos
grupos MTA Plus (MP), MTA Fillapex (MF), AH Plus (AP), Endofill (EF) e Controle (C) aos 7,
15, 30 e 60 dias.

Periodos MP MF AP EF C

7 dias 5,811,431 4,611,521 5,3+1,6a1 3,611,931 6,1+1,51

15 dias  19,9+1,622 9,742,202 17,0+1,2¢2 9,1+2,1b2 19,2+0,5%¢2

30dias  21,2#1,4*?  17,1+0,5P% 22,8+1,7%¢3  20,4+0,723 24,4+1,3¢3

60 dias  25,1+0,923  23,7+0,8*%  24,9+1,083 19,4+1,1°3 23,441,733

*media + desvio padréo

A comparacao entre 0s grupos esta indicada pelas letras diferentes sobrescritas nas vérias linhas.
A comparacao entre os periodos esta indicada pelo nUmero sobrescritos nas colunas.

Teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Elaboracéo propria
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Figuras 8A-8J — Fotomicrografias mostrando porcdes de cortes das capsulas
adjacente a abertura dos tubos de polietileno (T) implantados no subcutaneo de
ratos, apos 7 (Figuras 8A-8E) e 60 (Figuras 8F-8J) dias. Os cortes foram
submetidos ao método do picrosirius-red e analisados ao microscopio com luz
polarizada. Figuras 8A-8E — as capsulas exibem pouco conteldo de colageno
birrefringente (nas cores vermelho, alaranjado e verde). Figuras 8F-8J — no periodo
de 60 dias, evidente conteudo birrefringente é observado nas capsulas de todos os
grupos, exceto no Endofill. 530x.
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6 DISCUSSAO

Considerando que os cimentos endodOnticos entram em contato com 0s
tecidos apicais e periapicais por meio, principalmente, do forame apical®, uma
caracteristica fundamental é que eles sejam biocompativeis3®°. Esta propriedade esta
diretamente relacionada a composicdo destes materiais, uma vez que liberam
substancias que estimulam a migracédo e a diferenciacdo das células inflamatorias,
levando a producdo de citocinas moduladoras da inflamacgao, exercendo um papel
fundamental sobre o processo inflamat6rio®.

Os resultados do presente estudo in vivo mostraram que todos 0s cimentos
utilizados induziram, inicialmente, uma reacao inflamatéria moderada no tecido
subcutéaneo de ratos. Além disso, a diminuicdo do processo inflamatério ocorreu
concomitante ao aumento significante de fibras coladgenas nas capsulas adjacentes
aos materiais.

A reacao inflamatoria inicial pode ter sido causada, pelo menos em parte, pelo
ato cirurgico. Esta ideia é suportada desde que diferencas significantes na
frequéncia de células inflamatérias ndo foram observadas entre os grupos com
cimento quando comparado ao controle. A reacao inflamatéria inicial nos grupos MP
e MF pode ser explicada também pelo fato de que os materiais a base de MTA,
liberam ions hidroxilas (OH") ap6s a hidratacdo, proporcionando ao meio um pH
alcalino®34, O meio alcalino estimula o recrutamento de leucécitos e
neutr6filos>>88  bem como a diferenciagdo de plasmécitos. No AH Plus ha
liberacdo de pequena quantidade de formaldeido (10-5 mol/L), e sabe-se que este é
irritante aos tecidos®®°>°, e mesmo em baixa quantidade, pode ser a causa da reacéo

tecidual inicial e, talvez possa explicar a elevada densidade de células inflamatérias
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gue persistiram aos 15 dias. Enquanto que no Endofill, a reacéo inflamatoria deve ter
ocorrido em decorréncia do efeito irritante do eugenol©22,

O AH Plus é um cimento endoddntico a base de resina epodxica considerado o
“padrdo ouro” pela sua biocompatibilidade!®*6%, Assim, este cimento &,
frequentemente, utilizado em trabalhos que avaliam as propriedades dos materiais
obturadores*7987. No presente estudo, o MTA Plus ndo mostrou diferenca
significante em relagdo ao AH Plus na incidéncia de células inflamatorias e de
fibroblastos, em todos os periodos. Portanto, o cimento MTA Plus pode ser
considerado biocompativel desde que ndo foram observadas diferencas significantes
no infiltrado inflamatoério entre o MTA Plus e o AH Plus, bem como também com o
grupo controle, tanto no periodo inicial quanto no periodo final. O AH Plus tem
mostrado uma resposta favoravel quando utilizado em molares de cées. Os tecidos
periodontais de caes reagiram favoravelmente ao AH Plus, causando a deposicao
de tecido mineralizado na porcdo apical dos canais radiculares apos 90 dias a
obturacéo de molares®®. Também foi observado reparo apical apés 180 dias dos pré-
molares de cées obturados com AH Plus®’.

Em um estudo utilizando células da polpa dental, o MTA Plus apresentou a
maior taxa de viabilidade celular em todas as concentracdes avaliadas (1:2, 1:3, 1:4),
e ndo houve evidéncia de efeitos citotéxicos, em comparacdo ao MTA Fillapex e
FillCanal. A citotoxicidade do MTA Fillapex foi considerada de moderada a baixa e
dependente da concentracéo, apos o periodo de 24 horas. Neste estudo, também foi
mostrado que, apds a citotoxidade inicial, o MTA Fillapex promove bioatividade,
estimulando a deposi¢cédo de nddulos de mineralizacdo e aumentando a atividade da
enzima ALP (fosfatase alcalina)®4. Em culturas de osteoblastos (SAOS), o MTA Plus

apresentou biocompatibilidade e bioatividade, assim como o Biodentine e um
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cimento experimental & base de silicato de calcio. Apés o terceiro dia, aumentou
significativamente e velocidade de proliferacdo celular, como também aumentou a
atividade da enzima ALP2. Esses resultados in vitro sugerem que o MTA Plus é um
cimento biocompativel. No nosso estudo, a regressdo da reacdo inflamatéria
acompanhada pela formacdo gradativa de colageno indica que o MTA Plus embora
promova danos ao tecido conjuntivo, este cimento possibilita as células do
hospedeiro expressar uma resposta que culmina na formacdo de uma capsula
fibrosa, semelhante ao observado durante o processo de reparacao tecidual.

A presenca da resina de salicilato, além do mineral triéxido agregado, no MTA
Fillapex, pode ser a causa da sua elevada citotoxidade nos periodos iniciais
reportada in vitro®. Um estudo in vitro, mostrou que o MTA branco foi capaz de
manter a viabilidade celular e aumentar a sua proliferacdo, porém o MTA Fillapex foi
severamente citotdxico'®. Resultado semelhante foi mostrado no estudo de Yoshino
et al'%, (2013), onde o MTA Fillapex foi o material que demonstrou o maior efeito
citotoxico sobre fibroblastos do ligamento periodontal, seguido do MTA branco e do
cimento Portland. Em contraposicdo, um estudo em tecido de rato, mostrou que o
MTA Fillapex € biocompativel pois reportou que a intensa reacado inflamatéria
observada aos 7 dias reduziu significativamente aos 15 dias®®. Além disso, este
cimento endodontico estimulou a formacgéo de nédulos de mineralizacédo, confirmado
pelo método von Kossa. O MTA Fillapex demonstrou atividade antibiofilme por até 7
dias ap6s a manipulacdo® e elevada solubilidade301%,

Por outro lado, o MTA Fillapex apresentou alta citotoxicidade em cultura de
células Balb/c 3T3, e esta citotoxicidade ndo diminuiu no decorrer de 4 semanas. A
possivel explicacdo para estes resultados é a presenca de componentes toxicos tais

como resina de salicilato, resina de diluicdo e silica®. A resina de salicilato estimula



50

0 processo de apoptose no fibrosarcoma humano®. O arsénico é um metal pesado
qgue ja foi encontrado em pequenas propor¢cdes em formulacdes do MTA, o que
também pode ser uma das causas da citotoxidade do MTA Fillapex®’. No
subcutaneo de ratos, apdés o periodo de 7 dias, o MTA Fillapex mostrou grande
guantidade de linfcitos, macréfagos e células gigantes, o que enfatiza seu potencial
iritante  aos tecidos®. A resposta do MTA Fillapex foi semelhante aquelas
observadas nos materiais a base de 6xido de zinco e eugenol, que séo reconhecidos
pelo potencial de causar maior e mais duradoura reacéo inflamatéria®®’°. Em células
osteoblasticas, o MTA Fillapex e o AH Plus tiveram um efeito citotéxico na primeira
semana. Apos esse periodo, o AH Plus se tornou néo-citotdxico, mas o MTA Fillapex
continuou a apresentar toxicidade moderada as células por 4 semanas®.

Ao longo do tempo, foi evidente uma reducdo do processo inflamatério
simultaneamente ao aumento do conteudo de colageno birrefringente adjacente as
capsulas de todos os grupos. A analise ao microscopio de luz polarizada de cortes
submetidos ao método picrosirius possibilitou essa observacdo mais facilmente, pois
0 corante incrementa a birrefringéncia natural das fibras colagenas. Este incremento
ocorre devido aos aminoacidos basicos das moléculas de colageno que reagem
fortemente com corantes acidos, dentre eles o sirius red'%4. A andlise quantitativa do
conteudo birrefringente mostrou um aumento significante de colageno nas capsulas
com o decorrer do tempo. Nos implantes dos cimentos MTA Plus, MTA Fillapex e AH
Plus o conteddo de colageno nas capsulas ndo apresentou diferencas significantes
em comparacao ao controle. Portanto, nestes grupos a reducdo na frequéncia de
células inflamatérias foi acompanhado pelo aumento significante de colageno,
indicando que a reacéo inflamatdria inicial regrediu e foi substituida por um tecido

conjuntivo rico em colageno. Em contraposicao, as capsulas do Endofill, aos 60 dias,
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ainda apresentaram um alto numero de células inflamatorias acompanhado por um
menor conteddo de coldgeno em comparagdo aos demais grupos, reforcando o
conceito que este cimento mantém os efeitos deletérios as células por longo periodo.

O Endofill, um cimento a base de éxido de zinco e eugenol, mostrou um
infiltrado inflamatdério significantemente maior que os outros materiais aos 60 dias.
Portanto, nossos resultados mostraram que o efeito irritante do Endofill persiste por
longo periodo, como relatado em outros estudos?1%2, No presente estudo, a
resposta inflamatéria deste material reduziu até o periodo de 30 dias, porém nao
houve reducado estatisticamente significante de 30 para 60 dias, indicando que o
potencial irritante deste material se manteve. Além disso, a analise morfoldgica
revelou a presenca de diversos macrofagos e plasmaocitos nas capsulas do Endofill
aos 60 dias, indicando a persisténcia de um infiltrado inflamatério crénico. De acordo
com alguns estudos, a liberacdo do eugenol pode ocorrer por, pelo menos, 1
ano!®28, Portanto, € possivel que o “eugenol livre” seja o responsavel pela injaria
imediata aos tecidos; no entanto, como a sua liberacédo persiste, porém de forma
mais lenta, por longo periodo, o seu efeito deletério ocasiona uma reacao
inflamatdria cronica impedindo a reparacgéo dos tecidos®.

No grupo Endofill, embora nossos resultados revelaram um aumento de fibras
colagenas no decorrer do tempo, este aumento foi menor significantemente do que
nos demais grupos. Um acentuado numero de células inflamatérias, incluindo a
presenca de eosindfilos indicando, portanto, uma intensa irritacdo aos tecidos foi
relatada num estudo conduzido com implantes no subcutaneo’’. Além disso,
evidente presenca de células gigantes multinucleadas e abscessos foram também
reportados’. A intensidade da reacdo inflamatéria, pode ser atribuida a proporcéo

po/liqguido dos materiais a base de 6xido de zinco e eugenol pela liberacdo lenta e
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prolongada do eugenol, associada ao potencial deletério dos ions zinco®2848, No
nosso estudo, a proporcgéo utilizada foi de 1g de p6 para 220ul de eugenol (5:1), ou
seja, a minima quantidade de eugenol necesséria para que o cimento fique com a
consisténcia ideal, de acordo com o fabricante!!:?, H4 evidéncias de que o eugenol
causa desnaturacdo das proteinas citoplasmaticas, perda de limites celulares,
promovendo mudancas estruturais e funcionais nas células, causando, assim, a
morte celular®. Além disso, os ions de zinco podem ser os responsaveis por efeitos
deletérios na sobrevivéncia celular®.

As células imunes e residentes do hospedeiro produzem e liberam varias
citocinas que exercem um papel complexo, porém de forma coordenada sobre a
série de eventos celulares e moleculares envolvidos na instalacdo e progressao do
processo inflamatério'3¢. Entre estas moléculas, a IL-6 é uma citocina pro-
inflamatdria produzida principalmente por linfécitos, monécitos e macréfagos, além
de células endoteliais e fibroblastos®>4":81. Esta interleucina desempenha um papel
importante na resposta imune, e, portanto, esta associada a varias doencas
inflamatérias*’, como artrite reumatoide, doencas periodontais, lesdes pulpares e
periapicais®1L,

Células imunomarcadas para IL-6 nas capsulas foram observadas em todos
os periodos. No entanto, aos 7 dias, houve acentuada imunopositividade nas
capsulas ao redor dos implantes. A reducdo significante no namero de células
imunomarcadas para IL-6 aos 60 dias, sugere que as capsulas adjacentes aos
materiais implantados sofreram um processo de remodelacdo. A secrecdo de IL-6
parece que reduz o recrutamento de neutréfilos, induzindo simultaneamente
migracdo e diferenciacdo de linfécitos e mondcitosd:. Portanto, a acentuada

imunoexpressao observada nas capsulas foi concomitante a incidéncia de linfocitos,
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macrofagos e plasmécitos, indicando que esta interleucina deve participar na
instalacdo e progressdo da resposta inflamatéria aos implantes no subcutaneo,
como demonstrado anteriormente?>888 Os nossos resultados reforcam o conceito
de que essa citocina esta envolvida na resposta aos implantes no subcutaneo, pois
uma reducdo tanto de células imunomarcadas para IL-6 quanto da reacdo
inflamatoéria foi observada com o decorrer do tempo. Apesar das diferencas
significantes na imunoexpresséo de IL-6 observadas entre os grupos com cimentos
e 0 grupo controle, pode-se sugerir que o potencial irritante dos materias aos tecidos
€ baixo, com excecao do Endofill. Embora o MTA Plus e MTA Fillapex, aos 60 dias,
apresentaram um numero maior de células imunopositivas a IL-6 em comparacao ao
grupo controle, no entanto, os valores destes grupos foram menores que o
observado no AH Plus. A acentuada imunoexpressao nas capsulas dos grupos com
cimentos em comparacdo ao observado no grupo controle indica que, aos 60 dias,
os efeitos deletérios das substancias liberadas pelos cimentos ainda persistem.
Considerando o reduzido niamero de células imunomarcadas nas capsulas do MTA
Plus e do MTA Fillapex em comparacdo ao AH Plus, é possivel sugerir que estes
efeitos deletérios dos cimentos a base de MTA sdo menores em comparacao ao AH
Plus, pelo menos aqueles associados a sintese de IL-6. E possivel que a
persisténcia de um maior numero de células IL-6-imunopositivas seja em
consequéncia da liberacdo de pequenas quantidades de formaldeido (10-5 mol/L)
pelo AH Plus®, além deste cimentos ter tempo de presa relativamente alto (14
horas). Embora ha evidéncias de que a quantidade de formaldeido liberada seja
minima, no entanto, sabe-se que o formaldeido apresenta propriedades
mutagénicas e carcinogénicas®®®°, O elevado numero de células positivas a IL-6,

aos 60 dias, observado nas capsulas do Endofill foi acompanhado pela acentuada
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frequéncia de células inflamatdérias, reforcando a ideia de que o efeito citotoxico do
cimento deve estar associado a imunoexpressao desta interleucina

Embora a IL-6 seja uma citocina pré-inflamatoéria importante na progressao do
processo inflamatério®>®°, esta interleucina também participa da formacédo e
diferenciacdo de osteoclastos®?, consequentemente, promovendo a reabsorcdo
6ssea®?%l, Portanto, a reducdo da imunoexpressédo de IL-6, frequentemente, esta
associada a diminuicdo da reabsorcdo 6ssea?’. No MTA Plus e MTA Fillapex foi
observada uma reducgdo de IL-6 mais significativa ao longo do tempo que no AH
Plus e Endofill, sugerindo que os danos promovidos por estes cimentos Sao
reversiveis mais rapidamente. Os componentes do AH Plus e Endofill,
respectivamente formaldeido e eugenol, podem ser responsaveis pelo dano
prolongado. Portanto, é possivel sugerir que os cimentos MTA Plus e MTA Fillapex
devem favorecer o processo de reparo dos tecidos periodontais, principalmente, nos
casos com lesdes periapicais onde os niveis de IL-6 sdo elevados, desde que estes
cimentos parecem suprimir mais rapidamente esta interleucina, reduzindo, portanto,
a reabsorcao do processo alveolar.

Pode-se concluir que os materiais MTA Plus, MTA Fillapex e AH Plus
apresentam uma resposta tecidual satisfatéria, uma vez que ocorre reducdo na
guantidade de células inflamatérias e células imunomarcadas para IL-6, bem como
um aumento do conteudo de colageno birrefringente nas capsulas adjacentes a
estes materiais, especialmente, no periodo de 60 dias. Assim, esses cimentos
podem ser considerados biocompativeis. No entanto, o MTA Plus e MTA Fillapex
devem favorecer o processo de regressdo do processo inflamatorio nos tecidos
periapicais desde que estes cimentos possibilitaram uma reducdo mais significante

de interleucina-6 em comparag¢ao ao AH Plus.
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7 CONCLUSAO

v A reducédo gradativa e significante do processo inflamatério acompanhada pelo
aumento do contetdo de coldgeno nas capsulas do MTA Plus, MTA Fillapex e

AH Plus indica que esses cimentos sao biocompativeis.

v A interleucina-6 participa da instalacéo do processo inflamatério, bem como na
sua regressdo, em resposta aos cimentos endodoOnticos implantados no

subcutaneo.

v" O reduzido nimero de células positivas a IL-6 na capsula do MTA Plus e do
MTA Fillapex indica que estes cimentos devem favorecer a regressdo da

leséo periapical.
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