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LISTA DE ABREVIATURAS

Al,O3 — Tridxido de aluminio
BaSO, — Sulfato de bario
Bi,O3 — Trioxido de bismuto
CaCOj; — Carbonato de célcio
CaO - Oxido de célcio

CO; — Gés carbonico

CPM Sealer — Endo-CPM-Sealer®

DMEM - Dulbecco’s modified Eagle’s medium

GMA - Glicol metacrilato

IL — Interleucina

IL-1 — Interleucina-1

IL-1B — Interleucina-1p

IL-6 — Interleucina-6

K,0 — Oxido de potéssio

mL — Mililitros

mm — Milimetros

uL — Microlitros

MTA — Agregado de trioxido mineral
MTT — Metiltetrazolium (Mosmann)
Si0, — Oxido de Silicio

SO3 - Sulfito

TNF — fator de necrose tumoral
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TNF-o — fator de necrose tumoral-alfa

15



Watanabe, S. Avaliacdo da biocompatibilidade e citotoxicidade dos cimentos: Endo-
CPM-Sealer®, Sealapex® e Angelus MTA®. Aracatuba, 2008. 105p. Dissertacéo
(Mestrado em Odontopediatria) — Faculdade de Odontologia, Campus de Aracgatuba,

Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”.

RESUMO

A necessidade de melhorar a qualidade dos materiais utilizados no tratamento
endoddntico tem estimulado o estudo de varios materiais, buscando melhores condicoes
de trabalho, biocompatibilidade e propriedade de estimular a ocorréncia do selamento
biologico. Este trabalho teve a finalidade de avaliar quantitativamente e
qualitativamente a resposta tecidual frente ao implante de tubos de polietileno
preenchidos pelos cimentos Endo-CPM-Sealer®, Sealapex® e Angelus MTA® em tecido
subcutaneo de ratos e a citotoxicidade e a producdo de citocinas (IL-1p e IL-6) por
fibroblastos de camundongos estimulados por estes cimentos. Para os testes de
biocompatibilidade foram utilizados 30 ratos, 0s quais receberam individualmente trés
implantes de tubos de polietileno contendo os cimentos a serem testados e mais um tubo
vazio como controle. Apds 7, 15, 30, 60 e 90 dias do periodo de implantacdo, 0s
animais foram sacrificados e os tubos de polietileno juntamente com o tecido que o
circunda foram removidos, fixados e processados para analise em microscopia de luz.
Apos inclusdo em glicol metacrilato, foram realizados cortes seriados de 3um, corados
com hematoxilina-eosina e cortes de 10um, corados com Von Kossa e sem coloragdo
para serem analisados sob luz polarizada. Os resultados foram analisados
estatisticamente pelo teste de Kruskal Wallis. Os materiais Endo-CPM-Sealer®,

Sealapex® e Angelus MTA® causaram reacdes moderada no tempo experimental de 7
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dias que diminuiu com o tempo. A resposta foi similar entre os grupos Controle, Endo-
CPM-Sealer® e Angelus MTA® no tempo experimental de 30 dias. Aos 60 dias todos 0s
grupos foram semelhantes ao Controle. Mineralizacdes e granulagdes birrefringentes a
luz polarizada foram observadas com todos os materiais. Foi possivel concluir que o
Endo-CPM-Sealer® foi biocompativel e estimulou a mineralizagdo. Para o teste de
citotoxicidade fibroblastos de camundongos (L929) foram incubados em placas de 24
pogos e estimulados com os cimentos testados. Cultura de células sem os materiais foi
usada como controle. Ap6s 24 horas de incubacdo a viabilidade celular foi avaliada pelo
método colorimétrico do MTT. Os resultados foram lidos no espectrofotémetro (leitor
de ELISA) e o dados foram analisados pelo teste ANOVA com correcdo de BonFerroni.
Os cimentos Endo-CPM-Sealer®, Sealapex® e Angelus MTA® nio inibiram a
viabilidade celular. Para a avaliagcdo de IL-1p e IL-6,0s materiais foram inseridos em
pocos de fundo chato e condensados até atingirem aproximadamente 1 mm de espessura
e 0 mesmo didmetro dos pocos. O material foi deixado tomar presa por 2 semanas em
meio de cultura DMEM. Fibroblastos da linhagem L929 foram semeados nos pogos
contendo os materiais ao fundo. Ap6s 24 horas de incubacdo, os meios de cultura foram
coletados e analisados para IL-1p e IL-6 por meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA).
Pocos sem material, mas com cultura de células serviram como controle. Os dados
foram analisados pelo teste ANOVA com corre¢do de BonFerroni. Todos 0s materiais
liberaram IL-6, mas a quantidade ndo foi estatisticamente significante em relacdo ao
Controle. Somente o Angelus MTA® liberou IL-1p em quantidade estatisticamente

significante maior que o controle.
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Palavras-chave: Cimentos dentérios; Materiais biocompativeis; Endodontia; Citocinas;

Elisa.
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Watanabe, S. Evaluation of the biocompatibility and cytotoxicity of sealers: Endo-
CPM-Sealer®, Sealapex® and Angelus MTA®. Aracatuba, 2008. 105p. Dissertation
(Master in Pediatric Dentistry) — Dental School of Aracatuba, S&o Paulo State

University “Julio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT

The need of improving the quality of materials used in endodontic treatment has
stimulated the study of various materials seeking better working conditions,
biocompatibility and property to stimulate the occurrence of biological sealing. The aim
of this study was to evaluate quantitatively and qualitatively the tissue response to the
implantation of polyethylene tubes filled with Endo-CPM-Sealer®, Sealapex® and
Angelus MTA® in subcutaneous tissue of rats and cytotoxicity and production of
cytokines (IL-1p and IL-6) by mouse fibroblasts stimulated by these sealers. Thirty rats
were used for the biocompatibility tests. Each animal received three implants of
polyethylene tubes containing the cement to be tested and one empty polyethylene tube
was used as control. After 7, 15, 30, 60 and 90 days from the implantation time, the
animals were killed and the tubes with surrounding tissues were removed, fixed and
processed for analysis using a light microscope. After inclusion in glycol methacrylate,
they were serially sectioned into 3 um or 10 um cuts and stained with hematoxylin-
eosin, Von Kossa or remained without staining to be observed under polarized light.
The results were statistically analyzed by Kruskal Wallis test. The materials Endo-
CPM-Sealer®, Sealapex® and Angelus MTA® caused moderate reactions at 7 days
which decreased with time. The response was similar among the control group, Endo-

CPM-Sealer® and Angelus MTA® at the 30th day. At 60th day all groups were similar
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to control group. Mineralization and granulations birefringent to the polarized light were
observed with all materials. It was possible to conclude that Endo-CPM-Sealer® was
biocompatible and stimulated mineralization. To test the cytotoxicity of mouse
fibroblast (L929) were incubated in plate of 24 wells and stimulated with the sealers
tested. Cell culture without the material was used as control. After 24 hours of
incubation cell viability was assessed by the MTT colorimetric method. The results
were read in spectrophotometer (ELISA reader) and the data were analyzed by ANOVA
with correction of BonFerroni. The sealer Endo-CPM-Sealer®, Sealapex® and Angelus
MTA® didn’t inhibit cell viability. For the evaluation of IL-18 and IL-6 the materials
were placed in the wells of flat-bottom and condensed to reach approximately 1 mm in
thickness and the same diameter of the wells. The materials was left to take setting for 2
weeks in the culture medium DMEM. Fibroblasts line L929 were seed in the wells
containing the material on the botton. After 24 hours of incubation, the culture media
were collected and analyzed for IL-1f and IL-6 by ELISA. Wells without material but
with cells culture served as controls. The data were analyzed by ANOVA with
correction of BonFerroni. All materials released IL-6, but the amount was not
statistically significant. Only the Angelus MTA® released IL-1p in quantity statistically

significant higher than the control.

Key words: Sealer; Biocompatible materials; Endodontics; Cytokines; Elisa.
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INTRODUCAO

A obturacdo de canais radiculares compreende o preenchimento completo do
espaco criado com a remocdo da polpa e preparo biomecénico, com materiais de
propriedades fisica e bioldgica apropriadas, proporcionando condi¢es para que ocorra a
reparacao.

E reconhecido que os cimentos endodonticos podem entrar em contato direto
com os tecidos periapicais. Em tais condigdes eles podem influenciar o processo de
reparacdo periapical, o que justifica a importancia do estudo da reacdo tecidual em
modelos experimentais animais antes da sua utiliza¢&o clinica.

Os cimentos endoddnticos podem ter variadas bases: 6xido de zinco e eugenol,
resina epdxica, iondmero de vidro e hidréxido de célcio. A presenca e liberagdo de
substancias do cimento podem gerar diferentes reacdes quando em contato com 0s
tecidos vivos. A reacgdo varia em funcdo da substancia, da quantidade liberada e da taxa
de reabsorcao (1).

Os cimentos a base de hidroxido de calcio para obturacdo de canal foram objeto
de uma série de trabalhos experimentais que analisaram tanto suas propriedades fisico-
quimicas quanto bioldgicas. O Sealapex® tem mostrado adequada biocompatibilidade
em relacdo a polpa dental, excelente acdo bactericida por apresentar um pH elevado,
boa capacidade de selamento, induz a reparacdo por formacao de tecido duro, apresenta
baixa infiltracdo marginal e controle da reabsorcdo radicular inflamatoéria (1,2,3,4,5,6,7).

Outro material que tem merecido destaque na literatura cientifica € o cimento
reparador MTA (Agregado de Trioxido Mineral). Este material foi desenvolvido para

ser utilizado como material selador de comunicagdes entre dente e o periodonto (8,9).
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Inimeros trabalhos tém sido realizados comprovando sua efetividade confirmando a sua
aceitacdo internacional (8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19).

Por ser um material biocompativel, indutor de dentinogénese, cementogénese e
osteogénese, hidrdfilo, radiopaco, por possuir acdo antimicrobiana e promover
selamento marginal adequado prevenindo infiltragdes, 0 MTA tem sido empregado com
sucesso em pulpotomias, capeamentos pulpares diretos, apicificagdes, apicigénese e
perfuragdes radiculares (9,10,13,14,15,17,18,20,21,22,23,24). Encontra-se atualmente
disponivel no mercado odontolégico sob os nomes comerciais de MTA ProRoot®
(Dentsply) e Angelus MTA® (Angelus), ambos com caracteristicas fisico-quimicas e
bioldgicas semelhantes (25).

Até recentemente, o MTA ndo apresentava formulacdo adequada para ser
utilizado como cimento endoddntico. Contudo, foi langada no mercado uma nova
formulacio de agregado de triéxido mineral denominado de Endo-CPM-Sealer® (CPM
Sealer) (EGEO S.R.L., Buenos Aires, Argentina), indicada para ser utilizado como
cimento endodoéntico em obturacdo do sistema de canais radiculares. Por ter uma
composicdo quimica semelhante a do cimento reparador MTA, espera-Sse resposta
bioldgica semelhante aquela observada com 0 MTA ProRoot® e Angelus MTA®.

Como ndo se observam trabalhos na literatura que comprovem a resposta
tecidual, frente a esta nova formulacdo de MTA, 0 objetivo deste estudo foi avaliar
quantitativamente e qualitativamente a resposta tecidual frente ao implante de tubos de
polietileno preenchidos pelo cimento Endo-CPM-Sealer®, Sealapex® e Angelus MTA®
em tecido subcutaneo de ratos, bem como avaliar a citotoxicidade e a producdo de
citocinas (IL-1p e IL-6) por fibroblastos de camundongos estimulados por estes

cimentos.
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PROPOSICAO
1 — Avaliar quantitativamente e qualitativamente a resposta tecidual frente ao
implante de tubos de polietileno preenchidos pelos cimentos Endo-CPM-Sealer®,

Sealapex® e Angelus MTA® em tecido subcutaneo de ratos.
2 — Avaliar a citotoxicidade e a producdo de citocinas (IL-1p e IL-6) por

fibroblastos de camundongos estimulados pelos cimentos Endo-CPM-Sealer®,

Sealapex® e Angelus MTA®.
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ARTIGO 1



CIMENTO ENDODONTICO A BASE DE AGREGADO DE TRIOXIDO

MINERAL ESTIMULOU A MINERALIZACAO

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta tecidual do tecido subcutaneo de
rato ao implante de tubos de polietileno preenchidos com Endo-CPM-Sealer® (Portland
Cement Modified Sealer) comparado com Sealapex®e Angelus MTA®. Estes materiais
foram colocados em tubos de polietileno e implantados no tecido conjuntivo dorsal de
ratos Wistar por 7, 15, 30, 60 e 90 dias. Os espécimes foram preparados para serem
corados com HE, Von Kossa e sem coloragdo para luz polarizada. Foi realizada analise
qualitativa e quantitativa das reacdes. Os materiais Endo-CPM-Sealer®, Sealapex® e
Angelus MTA® causaram reacdo moderada no tempo experimental de 7 dias que
diminuiu com o tempo. A resposta foi similar entre os grupos Controle, Endo-CPM-
Sealer® e Angelus MTA® no tempo experimental de 30 dias. Aos 60 dias todos os
grupos foram semelhantes ao Controle. Mineralizacdes e granulacdes birrefringentes a
luz polarizada foram observadas com todos os materiais. Foi possivel concluir que o

Endo-CPM-Sealer® foi biocompativel e estimulou a mineralizacéo.

Palavras-chave: MTA; Biocompatibilidade; Tecido conjuntivo.

INTRODUCAO

O Agregado de Tridxido Mineral (MTA) foi introduzido para ser utilizado
em perfuracdes radiculares patoldgicas ou iatrogénicas assim como em cavidades
no apice radicular (1,2). Estudos tém demonstrado que o MTA promove reacdes

teciduais favoraveis, caracterizado pela auséncia de respostas inflamatérias
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severas, presenca de capsula fibrosa e a inducdo do reparo tecidual pela formacéo
de tecido mineralizado (3,4). A natureza hidréfila das particulas do MTA permite
seu uso mesmo na presenca de umidade (1). O MTA tem sido utilizado em
capeamentos pulpares e pulpotomias em animais e em humanos, demonstrando um
sucesso similar ao observado com o hidréxido de calcio (5,6,7,8,9,10).

Contudo, apesar das caracteristicas favoraveis, o MTA ndo apresenta
propriedades fisicas para ser utilizado como cimento endodéntico (9,11). O
resultado da mistura do p6 do cimento com a agua dificulta a manipulacédo (9), e o
tempo de presa que tem sido estabelecido é de 2 h e 45 min, mas o tempo de
trabalho € menor do que 4 min (12). Umidade adicional também & necessaria para
ativar a estabilidade do cimento (9).

A nova formulagdo de MTA denominada de Endo-CPM-Sealer® (CPM
Sealer) (EGEO S.R.L., Buenos Aires, Argentina) foi proposta para ser utilizada
como cimento endoddntico. O CPM-Sealer apds a mistura € composto por
Agregado de Tridxido Mineral (SiO,, K,0, Al,0O3, SO3, Ca0, Bi,03): 50%; SiO,:
7%; CaCO3: 10%; Bi,03: 10%; BaSO,4: 10%; Alginato de Propilenoglicol: 1%;
Propilenoglicol: 1%; Citrato de sodio: 1%; Cloreto de Calcio: 10% de acordo com
as recomendacdes dos fabricantes. As informacGes na bula sobre o material
afirmam que a composi¢do quimica é semelhante ao MTA, mas com a adic¢do de
carbonato de calcio que reduz o pH de 12.5 para 10.0 depois de manipulado. Dessa
forma a necrose de superficie do tecido em contato com o material € restrita
porque permite a acdo da fosfatase alcalina.

Embora aparentemente o CPM Sealer apresente caracteristicas positivas
para ser utilizado como cimento endoddntico, ndo existem estudos avaliando a

reacao tecidual ap6s a sua implantagdo. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a
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resposta tecidual e a capacidade para estimular a mineralizacdo em tecido
conjuntivo subcutaneo de ratos do Endo-CPM-Sealer®, comparado com Sealapex®

e MTA Angelus®.

MATERIAL E METODO

Trinta ratos albinos machos (Wistar), entre 4 e 6 meses de idade, pesando entre 250 e
280 g foram usados. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada e
receberam racdo e agua ad libitum. O cuidado dos animais foi realizado de acordo com a
Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba UNESP, que aprovou o projeto antes do inicio dos experimentos (Anexo 3).

Noventa tubos de polietileno (Abbott Lab of Brazil, Sao Paulo, SP, Brazil) estéreis com
1,0mm de diametro interno e 1,6mm de didmetro externo e 10,0mm de comprimento foram
preenchidos com os materiais testados. O Sealapex® (Sybron Endo Glendora, Califérnia, USA),
Angelus MTA® (Angelus, Londrina, Brazil) e CPM Sealer (EGEO S.R.L., Buenos Aires,
Argentina) foram preparados de acordo com as recomendacdes dos fabricantes e introduzidos
nos tubos com uma espiral lentulo (Maillefer Dentsply, Tulsa, OK). Trinta tubos de polietileno
permaneceram vazios e foram usados como controle.

Ap0s a anestesia com Xxilazina (10 mg/kg) e quetamina (25 mg/kg) foi feita a tricotomia
da regido dorsal e anti-sepsia da area com solucdo de iodo 5%. Em seguida foi feita uma inciséo
de 2 cm no sentido da cabeca para o rabo com uma lamina de bisturi n® 15. A pele foi
divulsionada, criando 2 bolsas em cada lado da incisdo, uma na porc¢éo cranial e outra na por¢éo
caudal distante 6 cm um do outro. Os tubos foram implantados nos espacgos criados com
disseccdo romba e a pele foi suturada com fio de seda 4/0.

Apos 7, 15, 30, 60 e 90 dias do periodo de implantacdo, os animais foram sacrificados

por overdose de solucdo anestésica e 0s tubos com os tecidos circundantes foram removidos e
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fixados em solucdo formalina 10% e pH 7.0 (13,14). Os tubos foram cortados transversalmente
com uma lamina de bisturi. Isto foi feito no sentido de manter as superficies em contato direto
com as solucdes de processamento. Os espécimes foram processados para serem incluidos em
glicol metacrilato (GMA), seriadamente seccionados em 3- um e corados com hematoxilina e
eosina (15). Os cortes em 10- um foram corados de acordo com a técnica de Von Kossa, ou
permaneceram sem coloracdo para serem analisados sob luz polarizada. A técnica de Von
Kossa foi utilizada para observar estruturas mineralizadas nos tecidos, que estavam coradas de
preto. A técnica para luz polarizada permite observar estruturas birrefringentes relacionadas
com cristais de carbonato de calcio originadas da combinacédo de ions calcio do material com
gas carbodnico do tecido (16).

Reac0es do tecido em contato com o material na abertura do tubo foram avaliadas de
acordo com estudos anteriores (14,15,17,18) como 0, nenhuma ou poucas células inflamatérias
e nenhuma reacdo; 1, menos de 25 células e reacdo leve; 2, entre 25-125 células e reacao
moderada, e 3, 125 ou mais células e reacdo severa. Capsula fibrosa foi considerada fina
quando a espessura foi <150 um e espessa quando > 150 um. Necrose e calcificacdo foram
registradas como presente ou ausente. A média do numero de células para cada grupo foi obtido
em 10 areas distintas. Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste Kruskal

Wallis.

RESULTADOS

Sealapex®

No 7°, 15° e 30° dias, um infiltrado celular inflamatorio moderado consistindo
de linfécitos e macrofagos estava presente na cépsula fibrosa (Fig. 1A and Fig. 1B). A
intensidade da inflamac&o reduziu no 60° e 90° dias e a capsula fibrosa préxima ao tubo

estava fina e similar ao grupo Controle (Fig. 1C, Fig. 1D). Granulagdes birrefringentes
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para luz polarizada e Von Kossa positivo foram observadas préximas da abertura dos

tubos (Fig. 2A, Fig. 2B, Fig. 2C, Fig. 2D).

Angelus MTA®

No 7° dia, um infiltrado celular inflamatorio moderado consistindo de linfocitos
e macrdfagos estava presente na capsula fibrosa (Fig. 1E). A intensidade da inflamacéo
reduziu no 15°, 30°, 60° e 90° dias com uma céapsula fibrosa fina proxima do tubo e
quase nenhuma célula inflamatéria (Fig. 1F, Fig. 1G, Fig. 1H). Granulacdes
birrefringentes para luz polarizada e Von Kossa positivo foram observadas proximas da

abertura dos tubos (Fig. 2E, Fig. 2F, Fig. 2G, Fig. 2H).

CPM Sealer

No 7° e 15° dias, um infiltrado celular inflamatorio moderado consistindo de
linfécitos e macrofagos estava presente na capsula fibrosa (Fig. 11). A intensidade da
inflamacéo e a espessura da capsula fibrosa foram reduzidas no 30° dia, similar ao
grupo Controle (Fig. 1J). No 60° e 90° dias, poucas celulas inflamatérias cronicas
consistindo de linfocitos, macrofagos, fibroblastos estavam presentes na fina capsula
fibrosa similar ao grupo do Sealapex® e Controle (Fig. 1L, Fig. 1M). Granulagtes
birrefringentes para luz polarizada e VVon Kossa positivo foram observadas em intimo

contato com o CPM Sealer (Fig. 21, Fig. 2J, Fig. 2L, Fig. 2M).

Controle (Tubos Vazios)
No 7° e 15° dias, um infiltrado celular inflamat6ério moderado consistindo de
linfocitos e macréfagos estava presente na capsula fibrosa (Fig. 1N). A cépsula fibrosa

em volta do tubo estava fina com poucas células inflamatérias crénicas no 30°, 60° e
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90° dias (Fig. 10, Fig. 1P, Fig. 1Q). O grupo Controle ndo foi positivo para coloracdo
de Von Kossa e ndo foram observadas estruturas birrefringentes para luz polarizada

(Fig. 2N, Fig. 20, Fig. 2P, Fig. 2Q).

Comparagdo entre 0s grupos
Os dados foram comparados em cada periodo experimental e estdo presentes na

Tabela 1.

7 Dias

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os escores para resposta
celular inflamatdria dos diferentes grupos (media do escore de 2).

15 Dias

Houve diferenca estatisticamente significante (P<0.05) entre o numero de
células inflamatérias do Angelus MTA® e dos outros grupos (P<0.05). A média do
escore de células inflamatorias para 0 MTA (media do escore de 1) foi mais baixo do
que outros grupos (media do escore de 2) (p<0.05).

30 Dias

Houve diferenca estatisticamente significante (P<0.05) entre o nUmero de
células inflamatdrias do Sealapex® e de outros grupos (P<0.05). A média do escore de
células inflamatorias para o Sealapex® (media do escore de 2) foi maior do que outros
grupos (media do escore de 1) (p<0.05).

60 Dias e 90 Dias

N&o houve diferenca estatisticamente significante (P>0.05) entre os escores dos

diferentes grupos (média do escore de 1).
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DISCUSSAO:

Os tubos vazios neste estudo causaram poucas reacdes nos tecidos conjuntivos
subcutaneos, similar aos resultados previamente relatados (14,15,16,17,18,19).

Os resultados observados com CPM Sealer foram similares ao Angelus MTA® e
grupo Controle. Uma resposta inflamatdria cronica moderada no 7° e 15° dias, que
reduziu com o tempo, foi observada na fina capsula fibrosa de tecido conjuntivo em
volta do tubo. Areas de Von Kossa positivo e estruturas birrefringentes sob luz
polarizada também foram observadas demonstrando que este material estimulou a
formacdo de tecido mineralizado no tecido subcutaneo de ratos via formacdo de
carbonato de célcio pela reacdo do calcio do material com o didxido de carbono do
tecido circundante (16).

O MTA contém 6xido de calcio e fosfato de célcio em sua formulagdo. O 6xido
de célcio pode reagir com a agua ou fluidos do tecido formando hidréxido de calcio, o
qual, em contato com a agua, dissocia em ion célcio e ion hidroxila. O ion célcio reage
com o didxido de carbono dos tecidos formando granulacbes de carbonato de célcio
apresentado como cristais de calcita birrefringentes para luz polarizada (16), que
estimulam a deposicéo de tecido duro.

O CPM Sealer, de acordo com os fabricantes, tem caracteristicas fisica, quimica
e biologica similares, ou melhores, quando comparado ao MTA. O CPM Sealer tem
composicdo similar ao MTA, mas com adigédo de carbonato de célcio com a intengéo de
reduzir o pH depois de manipulado para 10, limitando a necrose de superficie dos
tecidos adjacentes e permitindo a fosfatase alcalina. No presente estudo, realmente ndo
foram notadas extensas areas de necrose em intimo contato com CPM Sealer ou MTA.
Além disso, a atividade da fosfatase alcalina pode ser indiretamente demonstrada pela

formacdo de areas mineralizadas uma vez que o MTA é capaz de induzir a expressao
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prematura e melhorada da atividade da fosfatase alcalina pela populacéo de fibroblastos
(20) que esta associada com a mineralizacdo. O CPM Sealer também contém cloreto de
calcio que ja havia sido demonstrado que sua adicdo ao MTA reduziu o tempo de presa
e melhorou as caracteristicas de manipulacdo e selamento (21,22,23,24) sem qualquer
alteracdo na resposta tecidual (25).

A composicdo do CPM Sealer pode explicar a diferenca relativa observada na
resposta tecidual quando foi comparado com o Sealapex®, um material devidamente
desenvolvido para ser utilizado como cimento endodéntico e foi empregado no presente
estudo como uma referéncia. Este cimento exibiu uma reacdo moderada no 7° e 15°
dias. No entanto, no 30° dia, é apresentado um processo inflamatorio mais intenso do
que o grupo Controle e CPM Sealer. A resposta inflamatdria diminuiu e a capsula
fibrosa se tornou mais fina no 60° e 90° dias. Além disso, os resultados do presente
estudo, juntamente com aqueles relatados anteriormente, corroboram a promocdo de
estruturas mineralizadas birrefringentes para luz polarizada ou Von Kossa positivo (26).
Estas calcificacdes podem se originar a partir do 6xido de célcio presente no Sealapex®
que reage com os fluidos do tecido formando hidroxido de calcio. As granulacGes
birrefringentes observadas préximas do Sealapex® sdo provavelmente cristais de calcita
originados da reacdo de ions calcio com o dioxido de carbono dos tecidos (16). Esses
cristais, juntamente com a fibronectina podem representar um passo na formacgédo da
barreira de tecido duro (26).

Em conclusdo, o cimento endoddntico Endo-CPM-Sealer® estimulou a
mineralizagdo e os resultados observados e 0 mecanismo de agdo sdo semelhantes aos
relatados para o Sealapex® e Angelus MTA®. Outros estudos sdo necessarios para

melhor analisar o comportamento deste material e confirmar os dados observados.
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Figura 1. Sealapex. (A) formacéo de capsula fibrosa espessa e infiltrado celular
inflamatdério moderado (7 dias, hematoxilina-eosina, 10x). (B) formacéo de capsula
fibrosa espessa e infiltrado celular inflamatorio moderado (30 dias, hematoxilina-
eosina, 10x). (C) reducdo da espessura da capsula fibrosa e infiltrado celular
inflamatdrio leve (60 dias, hematoxilina-eosina, 10x). (D) capsula fibrosa fina e
infiltrado inflamatorio leve (90 dias, hematoxilina-eosina, 10x). Angelus MTA. (E)
capsula fibrosa espessa e infiltrado celular inflamatério moderado consistindo de
linfécitos e macrofagos (7 dias, hematoxilina-eosina, 10x). (F, G, H) capsula fibrosa
em volta do tubo estava fina com poucas células inflamatdrias cronicas (30, 60, 90
dias respectivamente, hematoxilina-eosina, 10x). CPM Sealer. (I) capsula fibrosa
espessa e infiltrado celular inflamatério moderado (7 dias, hematoxilina-eosina,
10x). (J, L, M) infiltrado celular inflamatorio leve na fina capsula fibrosa (30, 60, 90
dias respectivamente, hematoxilina-eosina, 10x). Controle. (N) infiltrado celular
inflamatdrio crénico moderado e cépsula fibrosa espessa (7 dias, hematoxilina-
eosina, 10x). (O, P, Q) reducdo da espessura da capsula fibrosa e de células
inflamatdrias proximas do tubo (30, 60, 90 dias respectivamente, hematoxilina-

eosina, 10x).

Figura 2. Sealapex. (A, C) presenca de calcificacdo distréfica na abertura do

tubo (30 e 90 dias respectivamente, Von Kossa, 10x). (B, D) presenca de estruturas

birrefringentes para luz polarizada (30 e 90 dias respectivamente, luz polarizada,
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5x). Angelus MTA. (E, G) presenca de calcificacdo distrofica na abertura do tubo
(30 e 90 dias respectivamente, Von Kossa, 10x). (F, H) presenca de estruturas
birrefringentes para luz polarizada (30 e 90 dias respectivamente, luz polarizada,
5x). CPM Sealer. (I, L) presenca de calcificacdo distrofica na abertura do tubo (30 e
90 dias respectivamente, Von Kossa, 10x). (J, M) presenca de estruturas
birrefringentes para luz polarizada (30 e 90 dias respectivamente, luz polarizada,
5x). Controle. (N, P) auséncia de calcificacdo distrofica na abertura do tubo (30 e
90 dias respectivamente, Von Kossa, 10x). (O, Q) auséncia de estruturas
birrefringentes para luz polarizada (30 e 90 dias respectivamente, luz polarizada,

5x).
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ESCORES

MATERIAL
0 1 2 3 calcificacdo
7 dias
Sealapex 0 0 100 0 100
MTA 0 0 100 0 100
CPM Sealer 0 0 100 0 100
Controle 0 0 100 0 0
15 dias
Sealapex 0 0 100 0 100
MTA 0 100 0 0 100
CPM Sealer 0 0 100 0 100
Controle 0 0 100 0 0
30 dias
Sealapex 0 0 100 0 100
MTA 0 100 0 0 100
CPM Sealer 0 90 10 0 90
Controle 0 90 10 0 0
60 dias
Sealapex 0 90 10 0 90
MTA 0 100 0 0 100
CPM Sealer 0 100 0 0 90
Controle 0 100 0 0 0
90 dias
Sealapex 0 100 0 0 90
MTA 0 100 0 0 100
CPM Sealer 0 100 0 0 90
Controle 0 100 0 0 0

Percentual das Amostras de Cada Grupo Classificado de Acordo com Escore
Inflamatdrio, Presenga de Necrose e Espessura da Capsula Fibrosa
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ARTIGO 2



AVALIACAO DOS EFEITOS DE MATERIAIS ENDODONTICOS EM

FIBROBLASTOS IN VITRO

RESUMO:

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do Endo-CPM-Sealer®, Sealapex® e
Angelus MTA® sobre a viabilidade celular e a produgo de citocinas (IL-1pB e IL-6) por
fibroblastos de camundongos. Os fibroblastos (L929) foram estimulados com os
cimentos inseridos em “inserts” Millipore. Depois de 24 horas de incubacdo a
viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico do MTT. Cultura de células
sem o0s cimentos foi utilizada como controle. Os resultados foram lidos em
espectrofotometro (leitor de ELISA) e os dados foram analisados estatisticamente pelo
teste ANOVA com correcdo de BonFerroni. Para a avaliacdo de IL-1p e IL-6, 0s
materiais foram inseridos em pogos de fundo chato, condensados e deixados tomar
presa por 2 semanas em meio de cultura DMEM. Fibroblastos da linhagem L929 foram
semeados nos pogos contendo os materiais ao fundo. Depois de 24 horas de incubagéo
0s meios de cultura foram coletados e analisados para IL-1p e IL-6 por meio de ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Pocos sem material, mas com cultura de células serviram
como controle. Os dados foram estatisticamente analisados pelo teste ANOVA com
correcdo de BonFerroni. Os cimentos Endo-CPM-Sealer®, Sealapex® e Angelus MTA®
nédo reduziram significativamente a viabilidade celular. Todos os materiais liberaram IL-
6, mas a quantidade néo foi estatisticamente significante em relagcdo ao grupo controle.
Somente o Angelus MTA liberou IL-1p em quantidade estatisticamente significante

maior que o controle.

Palavras-chave: Materiais endodonticos; Cultura de células; Citocinas.
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INTRODUCAO:

O material ideal para obturacdo de canal radicular deveria ser biocompativel,
dimensionalmente estavel, induzir osteogénese e cementogénese, ser de facil
manipulacdo e uso, esterilizavel, radiopaco, de baixo custo (1,2).

O agregado de trioxido mineral (MTA) foi criado para ser utilizado em
perfuracdes patologicas ou iatrogénicas da raiz, bem como para selar cavidades (2,3).
Estudos tém mostrado que o MTA promove reacdes favoraveis em contato com 0s
tecidos, caracterizadas pela auséncia de respostas inflamatorias severas, presenca de
uma capsula fibrosa e inducdo de reparacdo pela formacdo de tecido mineralizado
(4,5,6). No entanto, 0 MTA possui algumas propriedades que ndo sao ideais. O cimento
resultante da mistura de p6 com a agua ¢é dificil de manipular (7) e seu tempo de presa
tem sido relatado como sendo de quase 3 horas, enquanto que o tempo de trabalho é
inferior a 4 minutos (8).

Uma nova formulacio de MTA denominado de Endo-CPM-Sealer® (CPM
Sealer) (Egeo SRL, Buenos Aires, Argentina) foi proposto para ser utilizado como
cimento de canal radicular. O CPM Sealer ap06s a mistura € composto por Agregado de
Trioxido Mineral (SiO,, K;0, Al,03, SO3, Ca0, Bi,03): 50%; SiO,: 7%; CaCO3: 10%);
Bi,O3: 10%; BaSO,: 10%; Alginato de Propilenoglicol: 1%; Propilenoglicol: 1%;
Citrato de sodio: 1%; Cloreto de Calcio: 10% de acordo com as recomendacgdes dos
fabricantes. A composi¢do quimica é semelhante a do MTA, mas com a adicdo de
carbonato de célcio com a finalidade de reduzir o pH de 12,5 para 10,0 apds sua
manipulag&o.

O cimento endodontico Sealapex® (Sybron Endo Glendora, Califérnia, E.U.A.) é

um cimento que contém hidroxido de célcio em sua composicdo sendo clinicamente
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favoravel devido ao processo de cicatrizacdo do tecido (9,10). A difusdo de ions
liberados pelo cimento no canal radicular contribui para que ocorra um aumento do pH
na superficie da raiz adjacente aos tecidos periodontais, favorecendo a reparacdo (11), a
acao antimicrobiana (12), a degradacdo de lipopolissacarideos bacterianos (13), bem
como a inducdo da formacdo de tecido duro (14), e o controle da reabsorcédo radicular
inflamatdria (15, 16).

Alguns modelos experimentais sdo utilizados para avaliacdo da citotoxicidade
dos materiais. Um deles utiliza-se das técnicas de cultivo celular (17) tendo como
vantagens, ser um método relativamente barato e rapido para ser aplicado para diversos
materiais (18). Além disso, ensaios de citotoxicidade apresentam elevada confiabilidade
e reprodutibilidade (19).

O objetivo deste estudo foi determinar os efeitos dos cimentos endoddnticos
Endo-CPM-Sealer® e Sealapex® e do cimento reparador Angelus MTA®, sobre a
viabilidade celular em fibroblastos, bem como avaliar os efeitos destes materiais sobre a

liberacdo de IL-6 e IL-1p.

MATERIAL E METODOS:

Fibroblastos de camundongos (L929) foram cultivados em meio DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Gibco BRL, Gainthersburg, Md), estreptomicina (50g/mL), e 1% antibiotico / coquetel
antimicatico (300 unidades / mL, 300 mg / mL estreptomicina, 5 mg / mL anfotericina
100 g / mL) [Gibco BRL, Gainthersburg, Md] sob condi¢bes padrdo de cultivo celular
(37°C, 100% de umidade, 95% ar, e 5% COy).

Os materiais utilizados neste estudo foram os cimentos endodonticos Endo-

CPM-Sealer® (Egeo SRL, Buenos Aires, Argentina) e Sealapex® (Sybron Endo
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Glendora, Califérnia, E.U.A.), e o cimento reparador Angelus MTA® (Angelus,
Londrina, Brasil). Os materiais testados foram preparados de acordo com as
recomendac0es dos fabricantes.

Para o teste de citotoxicidade fibroblastos foram distribuidos em placas de 24
pocos (3x10° células/poco). Apés um periodo de 24 horas, os fibroblastos em
confluéncia foram utilizados nos ensaios. As culturas foram mantidas a 37°C com 5%
de CO,. Tubos de polietileno com 1,1 mm de diametro interno e 10,0 mm de
comprimento foram preenchidos com os cimentos testados (BARD, CR, Bard Ltda
Irlanda, Galway, Irlanda). Os tubos contendo os cimentos foram adicionados em um
“insert” Millipore, para evitar o contato direto entre os cimentos e as células e foram
mantidos por 24 horas. Seis pocos foram utilizados para cada material e tubos vazios
foram utilizados como controle.

A andlise do metabolismo celular foi realizada pelo método colorimétrico do
MTT (3 - [4,5-dimethylthiazol-2-il] -2,5-difenil brometo de tetrazolium) (MTT) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo, E.U.A.). A solucdo MTT (5mg de 2,5-difenil brometo de
tetrazolium de marca comercial Sigma®/1mL de PBS) foi filtrada e esterilizada
utilizando filtro Millipore 0,22 um. A solucao foi adicionada em cada poco ( 10 pL de
MTT por 90 uL de meio de cultura), contendo os fibroblastos pds-estimulo os quais
permaneceram incubados por 4 horas a 37°C em 5% de CO,. Posteriormente, a solucéo
de MTT foi retirada dos pocos e descartada. Alcool isopropilico (100 pL) foi adicionado
as celulas, deixadas em mesa agitadora a temperatura ambiente por 30 minutos para
dissolver os cristais azuis (cristais de formazan). A solucdo azul foi transferida para uma
placa de 96 pocos e levada ao espectrofotdmetro com comprimento de onda ajustado

para 570 nm, no qual a leitura de absorbancia foi realizada (20).
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O ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi utilizado para avaliacdo da liberacdo de
citocinas por fibroblastos estimulados por cimentos. Os materiais foram inseridos nos
pocos de fundo chato (Corning), e condensados até atingirem aproximadamente 1 mm
de espessura e 0 mesmo diametro dos pocos. O material foi deixado tomar presa por 2
semanas em meio de cultura DMEM a 37 °C e 5% de CO,. O meio foi trocado todos os
dias durante esse tempo. Fibroblastos da linhagem L929 foram semeados nos pogos (10°
células/poco) contendo os materiais ao fundo. As placas foram incubadas por 24 horas.
Apbs a incubacgdo, os meios de cultura foram coletados e analisados para IL-1p e IL-6
por ELISA (R & D Systems, Inc, Minneaplis, Minn). Pocos sem material, mas com
cultura de células serviram como controle.

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste ANOVA com

correcdo de BonFerroni (p<0,05).

RESULTADOS:

Apols 24 horas de contato dos materiais testados com os fibroblastos, a
viabilidade das células estimuladas com os cimentos foi comparada com o0 grupo
controle. O CPM Sealer, Sealapex® e Angelus MTA® produziram um leve efeito toxico
aos fibroblastos em cultura, porém este efeito ndo foi estatisticamente significante
quando comparado ao controle (fig. 3). O ensaio imunoenzimatico ELISA revelou que a
média dos niveis de IL-6 (pg/ml) foi mais elevada quando as células foram cultivadas na
presenca do CPM Sealer, Sealapex® e Angelus MTA®, do que no controle, por 24h,
contudo sem diferenga estatisticamente significante (fig. 1). A liberagdo de IL-1p foi
estatisticamente significante maior que o controle somente para o Angelus MTA® (fig.

2).
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DISCUSSAO:

Materiais endoddnticos devem ser biocompativeis e ter propriedades fisico-
quimicas satisfatorias (1). Os efeitos tdxicos dos materiais utilizados para a terapia
endodéntica sdo de particular preocupacdo, pois podem causar danos ou irritacdo,
degeneracdo dos tecidos periapicais e retardo da cicatrizacdo (17).

Neste estudo, o ensaio MTT foi escolhido baseado na capacidade das enzimas
desidrogenase succinica presentes em mitocondrias de células vivas em quebrar os anéis
de Tetrazolium da solucdo de MTT, formando cristais de formazan que possuem
coloracdo violeta. As vantagens deste método sdo sua simplicidade, rapidez e precisdo
(20,21).

Fibroblastos de camundongos foram utilizados e ja foi comprovada a viabilidade
celular dessa linhagem em estudos anteriores (22). Fibroblastos sdo as células
predominantes no tecido conjuntivo periodontal e sdo responsaveis pela formacdo e
manutencdo das fibras do ligamento periodontal, bem como, estdo envolvidos no
reparo, remodelacdo e regeneracdo do 0sso e cemento adjacente (23). Por isso, acredita-
se que a funcdo dos fibroblastos seja importante para 0 sucesso no processo de reparo
(19,23). A cementogénese € similar a osteogénese, requerendo a acdo reguladora de
celulas especializadas (cementoblastos e osteoblastos) e com potencial para se
diferenciarem em fibroblastos (24).

Os materiais testados foram introduzidos em tubos de polietileno e foram
colocados imediatamente no meio de cultura para avaliacio da citotoxicidade. E
interessante o resultado da investigacdo dos materiais endodonticos imediatamente ap0s
a mistura, pois sdo inseridos em um meio Umido sem a sua presa completa, e assim, é
provavel que, durante um tempo relativamente curto, simulando a aplicagdo clinica,

respostas locais sejam provocadas pela reacdo completa ou parcial dos seus
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componentes. Imediatamente ap6s a manipulacdo, € possivel que componentes
potencialmente toxicos sejam liberados a partir dos materiais podendo ser considerados
responsaveis pela citotoxicidade do material (21).

Estudos tém demonstrado que o MTA promove reacOes teciduais favoraveis,
caracterizado pela auséncia de respostas inflamatdrias severas e inducdo do reparo
tecidual pela formacdo de tecido mineralizado (4,25). Vaérios estudos in vitro
demonstram que o MTA ndo foi citotoxico em fibroblastos (26,27,28). No presente
estudo o Angelus MTA® também néo se mostrou citotdxico. Os principais componentes
presentes no MTA séo silicato tricalcio, aluminato tricalcio, oxido tricalcio e 6xido de
silicato, os quais também sdo os principais componentes do tecido duro dental (27), que
pode ser a razdo dos resultados encontrados.

O CPM Sealer apresenta composicdo quimica semelhante ao MTA e foi
proposto para ser utilizado como cimento endodontico. De acordo com os fabricantes,
tem caracteristicas fisica, quimica e biologica similar, ou melhor, quando comparada ao
MTA, mas com adi¢cdo de carbonato de calcio com a intencdo de reduzir o pH de 12,5
depois de manipulado para 10, limitando a necrose de superficie dos tecidos adjacentes
e permitindo a fosfatase alcalina que pode ser indiretamente demonstrada pela formagéo
de areas mineralizadas uma vez que 0 MTA é capaz de induzir a expressao prematura e
melhorada da atividade da fosfatase alcalina pela populacdo de fibroblastos (28) que
estd associada com a mineralizagdo. Neste estudo o CPM Sealer ndo apresentou
citotoxicidade estatisticamente significante maior que o grupo controle. O resultado
pode ser explicado pela semelhanca na composi¢do do CPM Sealer em relacdo ao MTA
que ja foi mostrado ser biocompativel em cultura de fibroblastos (26,27,28).

O Sealapex® foi empregado no presente estudo como uma referéncia de cimento

endodontico contendo hidréxido de calcio e por ter sido extensamente estudado
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(11,12,13,14,15,16) e ser clinicamente utilizado em funcdo do favoravel processo de
reparo observado com sua utilizacdo (9,10). Este material também néo foi citotoxico em
relacdo ao grupo controle, embora tenha inviabilizado maior nimero de células. O
resultado pode estar relacionado com o elevado pH do Sealapex® apds a mistura
(16,29), 0 que esta de acordo com os resultados ja observados no periodo de 24 horas
apresentando alta citotoxicidade em cultura de fibroblastos L929 (30). Os ions liberados
tém avaliacdes diferentes em funcdo do modelo experimental utilizado. Por um lado
produtos com hidroxido de calcio sdo mais citotdxicos que outros materiais em cultura
de células (29,30), mas por outro estimulam a reparacdo com formacdo de tecido
mineralizado quando avaliados in vivo (10,14).

Quanto a sintese de citocinas, estudos anteriores demonstraram que o0 MTA
estimulou a producéo de IL-1p por osteoblastos (31,32,33). A IL-1B é uma citocina que
medeia a reabsorcdo dssea. E sintetizada por varias células, assim como macr6fagos
proximos da area de reabsorcdo Ossea e osteoclastos (34). Neste estudo, somente o
Angelus MTA estimulou a liberacdo de IL-1p em quantidade estatisticamente
significante em relacdo ao grupo controle. A IL-6, por outro lado, é uma citocina que
medeia a resposta do hospedeiro para a injuria e infeccdo, sendo secretada durante o
processo inflamatorio com a finalidade de regular varios aspectos da resposta imune,
fase aguda da reacdo, hematopoiese e controle da infeccdo (35). Animais depletados de
IL-6 mostraram lesdes periapicais mais amplas que ratos normais (35). De acordo com
os resultados encontrados, todos os materiais liberaram IL-6, mas a quantidade n&o foi
estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle, mostrando que podem ter um
papel importante no controle da infeccdo e no favorecimento do processo de reparo.

Pode-se concluir com a metodologia empregada que os cimentos Endo-CPM-

Sealer®, Sealapex® e Angelus MTA® ndo inibiram de forma significativa a viabilidade
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celular. Todos liberaram IL-6, mas a quantidade ndo foi estatisticamente diferente do

controle. Somente o Angelus MTA® liberou IL-1p em quantidade estatisticamente

significante maior que o controle.
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DISCUSSAO:

A finalidade do presente trabalho foi avaliar in vivo a resposta tecidual frente a
implantago de tubos de polietileno preenchidos com CPM Sealer, Sealapex® e Angelus
MTA® em tecido conjuntivo subcutaneo de ratos, bem como, avaliar in vitro os efeitos
destes materiais em fibroblastos de camundongos, com a finalidade de avaliar a
citotoxicidade e a producao de citocinas (IL-1p e IL-6).

A avaliacdo da biocompatibilidade pode ser feita por diferentes modelos
experimentais, tais como, reacao periapical em dentes de cédes, em polpa de dentes de
caes, cultura de células e subcutaneo de ratos sendo este o mais realizado pela facilidade
operatoria e padronizacdo da metodologia e resultados.

Para a insercdo dos materiais estudados, optamos por tubos de polietileno, pela
facilidade de se estabelecer a quantidade do material a ser pesquisado (26,27). Os tubos
de polietileno sdo largamente empregados e aceitos em protocolos para testes de
biocompatibilidade em tecido subcutaneo de ratos. Além disso estes tubos utilizados
como matrizes evitam traumas mecanicos exercidos pelos materiais quando implantados
sozinhos (26).

As amostras foram processadas e incluidas em glicol metacrilato (GMA). Essa
técnica apresenta como vantagens a preservacdo da morfologia celular, reducdo dos
artefatos durante os procedimentos histoldgicos, e possibilidade de identificacdo do tipo
celular no processo inflamatdrio, sendo estas caracteristicas histoldgicas fundamentais
para avaliacdo da biocompatibilidade do material (26).

A andlise qualitativa adotada, realizada por meio de atribuicdes de escores, foi
baseada nos critérios de trabalhos classicos (27,28) com a finalidade de tornar nossos
resultados mais objetivos, porém com algumas modificacbes em funcdo do modelo

bioldgico proposto neste trabalho e apds algumas observacGes microscopicas.
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Quanto aos resultados obtidos com a metodologia usada, 0s tubos vazios neste
estudo causaram poucas rea¢6es no tecido conjuntivo subcutaneo. A capsula fibrosa em
volta do tubo estava fina e o infiltrado inflamatério diminuiu depois do 30° dia, que esta
de acordo com trabalhos anteriores (10,28,29).

O Angelus MTA apresentou um infiltrado celular inflamatério moderado no 7°
dia, consistindo de linfécitos e macréfagos presentes na capsula fibrosa. A intensidade
da inflamacdo reduziu a partir do 15° dia. Granulagbes birrefringentes para luz
polarizada e Von Kossa positivo foram observadas proximas da abertura dos tubos,
justificando a deposicdo de cristais de calcita através da reacdo do Oxido de célcio
presente no MTA com a agua ou fluidos do tecido formando hidroxido de calcio.

Os resultados observados com CPM Sealer foram similares ao Angelus MTA® e
grupo Controle. Uma resposta inflamatéria cronica moderada no 7° e 15° dias, que
reduziu com o tempo foi observada na fina capsula fibrosa de tecido conjuntivo na
abertura do tubo. Areas de Von Kossa positivo e estruturas birrefringentes sob luz
polarizada também foram observadas demonstrando que este material estimulou a
formacdo de tecido mineralizado no tecido subcutaneo de ratos via formacdo de
carbonato de célcio pela reacdo do calcio do material com o didxido de carbono do
tecido circundante (10).

O CPM Sealer, de acordo com o fabricante, tem caracteristicas fisica, quimica e
biolégica similar, ou melhor, quando comparadas ao MTA. O CPM Sealer tem
composicao similar ao MTA, mas com adigédo de carbonato de célcio com a intengéo de
reduzir o pH depois de manipulado para 10, limitando a necrose da superficie dos
tecidos adjacentes e permitindo a fosfatase alcalina. No presente estudo, realmente ndo
foi notado extensas areas de necrose em intimo contato com CPM Sealer ou MTA.

Além disso, a atividade da fosfatase alcalina pode ser indiretamente demonstrada pela
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formacdo de areas mineralizadas uma vez que o0 MTA ¢é capaz de induzir a expressdo
prematura e melhorada da atividade da fosfatase alcalina pela populacao de fibroblastos,
0 qual esta associada com a mineralizacdo (30). O CPM Sealer também contém cloreto
de calcio, cuja adicdo ao MTA conforme demonstrado, reduziu o tempo de presa e
melhorou as caracteristicas de manipulacdo e selamento (31,32,33,34) sem qualquer
alteracdo na resposta tecidual (35).

A composicdo do CPM Sealer pode explicar a diferenca relativa observada na
resposta tecidual quando foi comparado com o Sealapex®, um material devidamente
desenvolvido para ser utilizado como cimento endodéntico e foi empregado no presente
estudo como uma referéncia. Este cimento exibiu uma reacdo moderada no 7° e 15°
dias. No entanto, no 30° dia, é apresentado um processo inflamatorio mais intenso do
que o grupo Controle e CPM Sealer. A resposta inflamatdria diminuiu e a capsula
fibrosa se tornou mais fina no 60° e 90° dias. Além disso, os resultados do presente
estudo, juntamente com aqueles relatados anteriormente, corroboram a promocao de
estruturas mineralizadas birrefringentes para luz polarizada ou Von Kossa positivo (36).
Estas calcificacdes podem se originar a partir do 6xido de célcio presente no Sealapex®
que reage com os fluidos do tecido formando hidréxido de calcio, o qual, em contato
com a agua, dissocia em ion calcio e ion hidroxila. O ion calcio reage com o dioxido de
carbono dos tecidos formando granulacdes de carbonato de calcio apresentado como
cristais de calcita birrefringentes para luz polarizada (10). Esses cristais, juntamente
com a fibronectina podem apresentar um papel fundamental para o inicio da formacéo
da barreira de tecido duro (36,37).

Quanto aos resultados obtidos com os testes de citotoxicidade, os materiais
testados foram introduzidos em tubos de polietileno e foram colocados imediatamente

no meio de cultura. E interessante o resultado da investigacio dos materiais
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endodénticos imediatamente apds a mistura, pois sdo inseridos em um meio Umido sem
a sua presa completa, e assim, é provavel que, durante um tempo relativamente curto,
simulando a aplicacédo clinica, respostas locais sejam provocadas pela reacdo completa
ou parcial dos seus componentes. Imediatamente apds a manipulacdo, € possivel que
componentes potencialmente toxicos sejam liberados a partir dos materiais podendo ser
considerados responsaveis pela citotoxicidade do material (38).

Os resultados do presente estudo demonstraram que o Angelus MTA® ndo foi
citotoxico, de acordo com trabalhos anteriores (30,39,40). Os principais componentes
presentes no MTA também fazem parte do tecido duro dental como silicato tricélcio,
aluminato tricalcio, oxido tricalcio e 6xido de silicato (40), que pode ser a razdo do
resultado encontrado.

O CPM Sealer ndo apresentou citotoxicidade estatisticamente significante maior
que o grupo controle. O resultado pode ser explicado pela semelhangca na composicao
do CPM Sealer em relagdo ao MTA que ja foi mostrado ser biocompativel em cultura
de fibroblastos (30,32,39,40).

O Sealapex® também ndo foi citotéxico em relacdo ao grupo controle, embora
tenha inviabilizado maior numero de células. O resultado pode estar relacionado com o
elevado pH do Sealapex® ap6s a mistura (41,42), que esta de acordo com os resultados
ja observados apresentando alta citotoxicidade em cultura de fibroblastos L929 num
periodo de 24 horas (41). Os ions liberados tém avaliacGes diferentes em funcdo do
modelo experimental utilizado. Por um lado produtos com hidroxido de calcio sdo mais
citotoxicos que outros materiais em cultura de células (41,42), mas por outro estimulam
a reparacdo com formacéo de tecido mineralizado quando avaliados in vivo (43,44).

Quanto as citocinas, desempenham papel importante na modulacdo de reacGes

inflamatérias. Sdo produzidas ndo somente por células imune assim como linfécitos,
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monacitos, macréfagos e granulécitos, mas também por células epiteliais, células
endoteliais e fibroblastos. A IL-1p é uma citocina que desempenha um papel importante
na mediacdo de vérias respostas inflamatdrias. Um dos efeitos da IL-1p3 é estimular
fibroblastos a produzir metaloproteinases que degradam componentes da matriz
extracelular nas artrites reumatdide e periodontites. A IL-1p estd envolvida também nos
processos de reabsorcdo Ossea por aumentar a maturacao e atividade de osteoclastos
(45). A IL-1p é sintetizada por macrofagos proximos da reabsor¢do Ossea e por
osteoclastos (46). No presente estudo somente 0 Angelus MTA® promoveu a liberagéo
de IL-1B pelos fibroblastos em quantidade maior estatisticamente significante em
relacdo ao grupo controle, colaborando com alguns estudos anteriores que
demonstraram a producdo de IL-1B por osteoblastos estimulados por MTA,
estatisticamente significantes (47,48,49).

A IL-6, por outro lado, é uma citocina que medeia a resposta do hospedeiro para
injaria e infeccdo. Tem como finalidade regular varios aspectos da resposta imune, fase
aguda da reacdo, hematopoiese e tem efeitos no crescimento e diferenciagdo das células
B e T (50). A IL-6 é considerada uma citocina tanto pro-inflamatéria como anti-
inflamatdria, sendo secretada durante a inflamacéo e apos a secrecdo do fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a) e IL-1. A IL-6 posteriormente inibe a secrecdo de TNF-a e 1L-1
(51,52,53). A deplecdo de IL-6 em ratos resulta no enfraquecimento da resposta
neutrofilica e no desenvolvimento de células CD4" Thl ap6s infeccdo por Candida
albicans (54) e orgaos altamente infectados por varios tipos de bactérias apos infecgédo
com Listeria monocytogenes (55). Esses resultados podem ser atribuidos a incapacidade
de recrutar um ndmero normal de células imune para o local da infeccdo ou a
deficiéncia na diferenciacdo de macréfagos na medula 6ssea (56), sugerindo que a IL-6

tem um papel protetor contra a infec¢do. No entanto, outros estudos tém demonstrado o
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seu papel conflitante. Por exemplo, niveis elevados de IL-6 correlacionam com a
suscetibilidade a infeccdo (57). Tem sido demonstrado que a neutralizacdo de IL-6 tem
um efeito protetor em algumas infeccdes experimentais (58). A IL-6 esta também
envolvida na regulacdo das funcBes endocrinas e metabdlicas, incluindo remodelacéo
6ssea. Tem sido demonstrado que a IL-6 estimula a reabsorcdo dssea in vitro (59) e in
vivo (60) por ter papel direto na osteoclastogénese (61,62). Por estimular o
desenvolvimento de osteoclastos, a IL-6 desempenha um profundo papel na homeostase
esquelética (50). A IL-6 é considerada fator patogénico da osteoporose e varias outras
doencas causadas por aumento de reabsorcdo Ossea por osteoclastos (63). Tem sido
relatado que ratos deficientes de 1L-6 estdo protegidos da reabsorcéo Gssea causada por
deplecdo de estrogeno (64). A IL-6 é produzida em tecidos pulpar, periapical e
periodontal inflamados e pode estar envolvida na patogénese de doencas pulpar e
periodontal (65,66). Lesdes periapicais, que formam a partir da infeccdo de canal
radicular, sdo caracterizadas por uma resposta imune com invasao de microrganismos e
pela reabsorcdo 6ssea. Uma complexa rede de citocinas regula a formacgédo de lesdes
periapicais (67,68,69). Ratos com gene “knock-outs” para diferentes citocinas e seus
receptores, como a IL-1 e TNF, tem sido usado para estudo do papel dessas citocinas na
formacdo de lesdes periapicais (70). Por causa do complexo papel da IL-6 na regulagéo
de reacOes imune e reabsorcdo 0ssea, esses efeitos sobre a formacdo de lesé@o periapical
apos a infeccdo do canal radicular séo dificeis de prever. De acordo com Huang e
colaboradores (71), ratos depletados de IL-6 mostraram lesdes periapicais mais amplas e
mais rapidamente que ratos normais. De acordo com os resultados encontrados neste
estudo, todos os materiais liberaram IL-6, mas a quantidade nédo foi estatisticamente
significante em relacdo ao grupo controle, mostrando que podem ter um papel

importante no controle da infecgéo e no favorecimento do processo de reparo.
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Pode-se concluir com a metodologia empregada que os cimentos Endo-CPM-
Sealer®, Sealapex® e Angelus MTA® nio reduziram de forma significativa a viabilidade
celular. Todos liberaram IL-6, mas a quantidade ndo foi estatisticamente significante.
Somente o Angelus MTA® liberou IL-1B em quantidade estatisticamente significante

maior que o grupo controle.
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CONCLUSAO:

Concluiu-se com base nas metodologias empregadas que:
1. Aos 7 dias, a resposta inflamatéria causada pelo Endo-CPM-Sealer®, Sealapex® e
Angelus MTA® foi moderada, sem diferenca estatisticamente significante.
2. Houve diferenca estatisticamente significante entre Angelus MTA® (escore 1) e
outros grupos (escore 2) no periodo experimental de 15 dias.
3. Houve diferenca estatisticamente significante entre o Sealapex® (escore 2) e
outros grupos (escore 1) no periodo experimental de 30 dias.
4. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre 0s grupos nos periodos
experimentais de 60 e 90 dias.
5. Granulaces birrefringentes a luz polarizada e Von Kossa positivo foram
observadas em intimo contato com o Endo-CPM-Sealer®, Sealapex® e Angelus
MTA®,
6. Endo-CPM-Sealer®, Sealapex® e Angelus MTA® foram biocompativeis em
cultura de fibroblastos.
7. Endo-CPM-Sealer®, Sealapex® e Angelus MTA® liberaram IL-6 em cultura de
fibroblastos, mas a quantidade n&o foi estatisticamente significante em relacéo ao
controle.
8. Somente 0 Angelus MTA® liberou IL-1B em quantidade estatisticamente

significante maior que o controle.
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ANEXO 1



A Mineral Trioxide Aggregate sealer stimulated mineralization

ABSTRACT:

The aim of this study was to evaluate the rat subcutaneous tissue response to
implanted polyethylene tubes filled with Endo-CPM-Sealer® (Portland Cement
Modified Sealer) compared to Sealapex® and Angelus MTA®. These materials were
placed in polyethylene and dentin tubes and implanted into dorsal connective tissue of
Wistar rats for 7, 15, 30, 60 and 90 days. The specimens were prepared to be stained
with HE, Von Kossa and not stained for polarized light. Qualitative and quantitative
evaluations of the reaction were performed. Both materials caused mild to moderate
reactions at 7 days which decreased with time. The response was similar to the control
at the 30th day with Endo-CPM-Sealer® and Angelus MTA® and at 60th day with
Sealapex®. Mineralization and birrefringent granulations to the polarized light were
observed with all materials. It was possible to conclude that Endo-CPM-Sealer® was

biocompatible and stimulated mineralization.

Key Words: MTA, Biocompatibility, connective tissue.

INTRODUCTION:



Mineral Trioxide Aggregate (MTA) was introduced to be used in pathologic or
iatrogenic root perforations as well as in root end cavities (1,2). Studies have shown that
MTA promotes favorable tissue reactions, characterized by absence of several
inflammatory responses, presence of a fibrous capsule and the induction of formation of
mineralized repair tissue (3,4). The hydrophilic nature of the particles from MTA
powder allows its usage even in the presence of moisture (1). MTA has also been used
in pulp capping or pulpotomy in animnals and in humans, demonstrating remarkable
success similar to that observed with calcium hydroxide (5-10).

However, despite of favorable characteristics, MTA do not presents physical
properties to be used as a sealer (9,11). The resulting cement from the mixing of
powder to water is difficult to manipulate (9), and its setting time has been reported to
be 2 h 45 min but the working time less than 4 min (12). Additional moisture is also
required to activate the setting of the cement (9).

A new formulation of MTA labeled Endo-CPM-Sealer® (CPM Sealer) (EGEO
S.R.L., Buenos Aires, Argentina) was purposed to be used as root canal sealer. The
material sheet states that the chemical composition is similar to the MTA but with the
addition of calcium carbonate to reduce the pH from 12.5 to 10.0 after set. This way the
surface necrosis in contact with the material is restricted allowing the action of the
alkaline phosphatase.

Although CPM Sealer apparently presents positive characteristics to be properly
used as a sealer, there is no study evaluating the reaction after its implantation. Thus,
the aim of this study was to evaluate the tissue response and the ability of Endo-CPM-
Sealer®, compared with Sealapex® and MTA Angelus® to stimulate mineralization in

subcutaneous connective tissue of rats.
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MATERIALS AND METHODS:

Thirty male 4- to 6-month-old Wistar Albino rats, weighing 250-280g were
used. The animals were housed in temperature-controlled rooms and received water and
food ad libitum. The care of the animals was carried out according to Aracatuba School
of Dentistry-UNESP Ethical Committee, which approved the project before the
beginning of the experiments.

Ninety polyethylene tubes (Abbott Lab of Brazil, Sao Paulo, SP, Brazil) with
1.0-mm internal diameter, 1.6-mm external diameter, and 10.0-mm length were filled
with the tested materials. The Sealapex® (Sybron Endo Glendora, Califérnia, USA),
Angelus MTA® (Angelus, Londrina, Brazil) and CPM Sealer (EGEO S.R.L., Buenos
Aires, Argentina) were prepared according to the manufacturer’s recommendations and
inserted into the tubes with a lentulo spiral (Maillefer Dentsply, Tulsa, OK). Thirty
polyethylene tubes remained empty and were used as control.

The composition of CPM Sealer after mixing is Mineral Trioxide Aggregate
(Si0,, K70, Al,0O3, SO3, CaO, Biy0s3): 50%; SiO,: 7%; CaCO3: 10%; Bi,O3: 10%;
BaSO,: 10%; Propyleneglycol Alginate: 1%; Propyleneglycol: 1%; Sodium citrate: 1%;
calcium chloride: 10% according to the manufacturer.

The animals were shaved under xylazine (10 mg/kg) and ketamine (25 mg/kg)
anesthesia before the antisepsis with 5% iodine solution. Then the shaved backs
received a 2-cm incision in a head to tail orientation with a number 15 BP blade. The
skin was reflected, creating 3 pockets in each side of the incision. The tubes were
implanted into the spaces created with blunt dissection, and the skin was closed with 4/0
silk suture.

After 7, 15, 30, 60 and 90 days from the implantation time, the tubes and

surrounding tissues were removed and fixed in 10% buffered formalin at pH 7.0
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(13,14). The tubes were then bisected transversely and both halves were cut again
longitudinally using a sharp blade. This was made to allow the surfaces being readily
kept in contact with the processing solutions. The specimens were processed for glycol
methacrylate (GMA) embedding, serially sectioned into 3- um cuts and stained with
hematoxylin-eosin (15). The 10-um cuts were stained according to Von Kossa
technique or remained without staining to be observed under polarized light. Von Kossa
technique was used to observe mineralized structures in the tissue, which is stained
dark. Polarized light technique allows observing birefringent structures related to
calcium carbonate crystals originated from the combination of calcium ions from the
material with carbonic gas from the tissue (10).

Reactions in the tissue in contact with the material on the opening of the tube
were scored according to previous studies (14,16,17) as 0, none or few cells and no
reaction; 1, less than 25 cells and mild reaction; 2, between 25-125 cells and moderate
reaction; and 3, 125 and more cells and severe reaction. Fibrous capsules were
considered to be thin when thickness was <150 um and thick at > 150 um. Necrosis and
calcification were recorded as present or absent. An avarege of value for each material
was obtained from the sum of cells counted in 10 separate aeras. Results were

statistically analyzed by ANOVA and Kruskal Wallis tests.

RESULTS:

CPM Sealer

On the 7" and 15" days, a moderate inflammatory cell infiltration consisting of
lymphocytes and macrophages was present in a fibrous capsule. The intensity of the
inflammation and the thickness of the fibrous capsule were reduced at 30™ days, similar

to the Control group. At 60™ and 90™ days, few chronic inflammatory cell consisting of
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lymphocytes, macrophages, fibroblasts were present in a thin fibrous capsule similar to
the Sealapex® and Control group. Birefringent granulations to polarized light and
structures Von Kossa positive were observed in close contact with the CPM Sealer
(Fig.1 and Fig.2).

Sealapex®

On the 7" 15" and 30™ days, a moderate inflammatory cell infiltration
consisting of lymphocytes and macrophages was present in the fibrous capsule. The
intensity of the inflammation was reduced at 60™ and 90™ days and the fibrous capsule
near the tube was thin and similar to the control. Granulations birefringent to polarized

light and VVon Kossa positive were observed near the tube opening (Fig.1 and Fig.2).

Angelus MTA®

On the 7™ day, a moderate inflammatory cell infiltration consisting of
lymphocytes and macrophages was present in a fibrous capsule. The intensity of the
inflammation was reduced at 15", 30", 60™ and 90™ days with a thin fibrous capsule
near the tube and almost none inflammatory cells. Granulations birefringent to polarized

light and Von Kossa positive were observed near the tube opening (Fig.1 and Fig. 2).

Control (Empty Tubes)

At 7" and 15" days, a moderate chronic inflammatory cell infiltration consisting
of lymphocytes and macrophages was present in a fibrous capsule. The fibrous capsule
surrounding the tube was thin with few chronic inflammatory cells at 30", 60" and 90"
days. The empty tubes were not positive to Von Kossa stain and no birefringent

structures were observed under the polarized light (Fig.1 and Fig.2).
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Comparison among the groups

Day 7

There was no statistically significant difference among the scores of the different
groups (median score of 2).

Day 15

There was statistically difference (P<0.05) between inflammatory cell numbers
of the Anglus MTA® and the other groups (P<0.05). The median inflammatory cell
score for MTA (median score of 1) was lower than the other groups (median score of 2)

(p<0.05).

Day 30

There was statistically difference (P<0.05) between inflammatory cell numbers
of the Sealapex® and the other groups (P<0.05). The median inflammatory cell score for
Sealapex® (median score of 2) was higher than the other groups (median score of 1)

(p<0.05).

Day 60 and Day 90
There was not statistically significant difference (P>0.05) among the scores of

the different groups (median score of 1).

DISCUSSION:

Polyethylene tubes in subcutaneous implantation method was used in this study
since it is one of the most appropriate test to determine the local effects of materials
(14,15,16,17,18,19). The reactions to empty tubes in this study caused few reactions in

subcutaneous connective tissues. The fibrous capsule surrounding the tube was thin and
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inflammatory infiltration subsided after the 30" days, which is according to previous
reports (16,18,19).

The results observed with CPM Sealer were similar to the Angelus MTA® and
Control group. A moderate chronic inflammatory response at 7" and 15™ day, which
reduced with time was observed in a thin fibrous connective tissue capsule surrounding
the tube. Positive Von Kossa areas and birefringent structures under polarized light
were also observed demonstrating that this material stimulated the formation of
mineralized tissue in subcutaneous tissue of rats via calcium carbonate formation from
the calcium of the material and carbon dioxide from the surrounding tissue (19).

MTA has calcium oxide and calcium phosphate in its formulation. Calcium
oxide may react with water or tissue fluids forming calcium hydroxide, which, in
contact with water, dissociate in calcium ions and hydroxyl ions. The calcium ions react
with the carbon dioxide in the tissues and form calcium carbonate granulations
presented as calcite crystals birefringent to polarized light (19), which would stimulate
the deposition of hard tissue.

CPM Sealer, according to the manufacturer, has similar or better physical,
chemical and biological characteristics compared to MTA, with the same clinical
indications. CPM Sealer has similar composition to MTA but with the addition of
calcium carbonate aiming to reduce pH after set to 10 limiting the surface necrosis of
the adjacent tissue and allowing the alkaline phosphatase. In the present study, it was
really not observed extent necrotic areas in close contact with CPM Sealer nor MTA.
Moreover, the activity of alkaline phosphatase could be indirectly showed by the
formation of mineralized areas once MTA is able to induced premature and enhanced
expression of alkaline phosphatase activity for fibroblast populations, which is

associated to mineralization (20). CPM Sealer also contains calcium chloride which was
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already demonstrated that its addition to MTA reduced the setting time and improved
the handling characteristics and the sealability (20,21,22,23,24) with no change in the
tissue response (25).

The composition of CPM Sealer can explain the relative difference observed in
the tissue response when it was compared to Sealapex®, a material properly developed
to be used as a sealer and was employed in the present paper as a reference. This sealer
exhibited a moderate reaction on the 7" and 15" days. However, at the 30" day, it
presented a more intense inflammatory process than the Control and CPM Sealer
groups. The response decreased and the fibrous capsule became thinner at the 60™ and
90™ days. Moreover, the results of the present study, together with those previously
reported, corroborate the promotion of mineralized structures birefringent to polarized
light or Von Kossa-positive (26). These calcifications can originate from the calcium
oxide present in Sealapex that react with tissue fluids to form calcium hydroxide. The
birefringent granulations observed next to Sealapex® are probably calcite crystals
originating the same way already described (19). These crystals, together with
fibronectin can be an initiating step in the formation of a hard tissue barrier (26).

In conclusion, the observed results and the mechanism of action of Endo-CPM-
Sealer® is very similar to those reported for Sealapex® and Angelus MTA®. Other
studies are necessary to better analyze the behavior of this material and confirm the

observed data.
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Figura 1. Sealapex. (A) formacéo de capsula fibrosa espessa e infiltrado celular
inflamatério moderado (7 dias, hematoxilina-eosina, 10x). (B) formacéo de capsula
fibrosa espessa e infiltrado celular inflamatorio moderado (30 dias, hematoxilina-
eosina, 10x). (C) reducdo da espessura da capsula fibrosa e infiltrado celular
inflamatdrio leve (60 dias, hematoxilina-eosina, 10x). (D) capsula fibrosa fina e
infiltrado inflamatério leve (90 dias, hematoxilina-eosina, 10x). Angelus MTA. (E)
capsula fibrosa espessa e infiltrado celular inflamatério moderado consistindo de
linfécitos e macrofagos (7 dias, hematoxilina-eosina, 10x). (F, G, H) capsula fibrosa
em volta do tubo estava fina com poucas células inflamatdrias cronicas (30, 60, 90
dias respectivamente, hematoxilina-eosina, 10x). CPM Sealer. (I) capsula fibrosa
espessa e infiltrado celular inflamatério moderado (7 dias, hematoxilina-eosina,
10x). (J, L, M) infiltrado celular inflamatorio leve na fina capsula fibrosa (30, 60, 90
dias respectivamente, hematoxilina-eosina, 10x). Controle. (N) infiltrado celular
inflamatdrio crénico moderado e capsula fibrosa espessa (7 dias, hematoxilina-
eosina, 10x). (O, P, Q) reducdo da espessura da capsula fibrosa e de células
inflamatdrias proximas do tubo (30, 60, 90 dias respectivamente, hematoxilina-

eosina, 10x).

Figura 2. Sealapex. (A, C) presenca de calcificacdo distrofica na abertura do
tubo (30 e 90 dias respectivamente, Von Kossa, 10x). (B, D) presenca de estruturas
birrefringentes para luz polarizada (30 e 90 dias respectivamente, luz polarizada,
5x). Angelus MTA. (E, G) presenca de calcificacdo distrofica na abertura do tubo
(30 e 90 dias respectivamente, Von Kossa, 10x). (F, H) presenca de estruturas
birrefringentes para luz polarizada (30 e 90 dias respectivamente, luz polarizada,

5x). CPM Sealer. (I, L) presenca de calcificacdo distréfica na abertura do tubo (30 e
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90 dias respectivamente, Von Kossa, 10x). (J, M) presenca de estruturas
birrefringentes para luz polarizada (30 e 90 dias respectivamente, luz polarizada,
5x). Controle. (N, P) auséncia de calcificacdo distrofica na abertura do tubo (30 e
90 dias respectivamente, Von Kossa, 10x). (O, Q) auséncia de estruturas
birrefringentes para luz polarizada (30 e 90 dias respectivamente, luz polarizada,

5x).
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ESCORES

MATERIAL
1 2 calcificacdo
7 dias
Sealapex 0 100 100
MTA 0 100 100
CPM Sealer 0 100 100
Controle 0 100 0
15 dias
Sealapex 0 100 100
MTA 100 0 100
CPM Sealer 0 100 100
Controle 0 100 0
30 dias
Sealapex 0 100 100
MTA 100 0 100
CPM Sealer 90 10 90
Controle 90 10 0
60 dias
Sealapex 90 10 90
MTA 100 0 100
CPM Sealer 100 0 90
Controle 100 0 0
90 dias
Sealapex 100 0 90
MTA 100 0 100
CPM Sealer 100 0 90
Controle 100 0 0

Percentual das Amostras de Cada Grupo Classificado de Acordo com Escore
Inflamatdrio, Presenga de Necrose e Espessura da Capsula Fibrosa
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Guidelines for Publishing Papers in the Journal of Endodontics

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

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

2. General Points on Composition

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

a. The paragraph is the ideal unit of organization. Paragraphs typically start with an
introductory sentence that is followed by sentences that describe additional detail or
examples. The last sentence of the paragraph provides conclusions and forms a

transition to the next paragraph. Common problems include one-sentence paragraphs,
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sentences that do not developthe theme of the paragraph (see also section “c”, below),
or sentences with little to no transition within a paragraph.

b. Keep to the point. The subject of the sentence should support the subject of the
paragraph. For example, the introduction of authors’ names in a sentence changes the
subject and lengthens the text. In a paragraph on sodium hypochlorite, the sentence, “In
1983, Langeland et al., reported that sodium hypochlorite acts as a lubricating factor
during instrumentation and helps to flush debris from the root canals” can be edited to:
“Sodium hypochlorite acts as a lubricant during instrumentation and as a vehicle for
flushing the generated debris (Langeland et al., 1983)”. In this example, the
paragraph’s subject is sodium hypochlorite and sentences should focus on this subject.
c. Sentences are stronger when written in the active voice, i.e., the subject performs the
action. Passive sentences are identified by the use of passive verbs such as “was,”

“were,” “could,” etc. For example: “Dexamethasone was found in this study to be a
factor that was associated with reduced inflammation”, can be edited to: “Our results
demonstrated that dexamethasone reduced inflammation”. Sentences written in a direct
and active voice are generally more powerful and shorter than sentences written in the
passive voice.

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

paragraph.(This section was written deliberately with sentences of varying length to

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

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

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

3. General Points on the Organization of Original Research Manuscripts

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

Submitted to Biomedical Journals at www.icmje.orq).

b. Abstract: The abstract should concisely describe the purpose of the study, the

hypothesis, methods, major findings and conclusions. The abstract should describe the
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new contributions made by this study. The word limitations (150 words) and the wide
distribution of the abstract (e.g., PubMed) make this section challenging to write
clearly. This section often is written last by many authors since they can draw on the
rest of the manuscript. Write the abstract in past tense since the study has been
completed. Three to ten keywords should be listed below the abstract.

c. Introduction: The introduction should briefly review the pertinent literature in order
to identify the gap in knowledge that the study is intended to address. The purpose of
the study, the tested hypothesis and its scope should be described. Authors should
realize that this section of the paper is their primary opportunity to establish
communication with the diverse readership of the JOE. Readers who are not expert in
the topic of the manuscript are likely to skip the paper if the introduction fails to provide
sufficient detail. However, many successful manuscripts require no more than a few
paragraphs to accomplish these goals.

d. Material and Methods: The objective of the methods section is to permit other
investigators to repeat your experiments. The three components to this section are the
experimental design, the procedures employed, and the statistical tests used to analyze
the results. The vast majority of manuscripts should cite prior studies using similar
methods and succinctly describe the particular aspects used in the present study. The
inclusion of a “methods figure” will be rejected unless the procedure is novel and
requires an illustration for comprehension. If the method is novel, then the authors
should carefully describe the method and include validation experiments. If the study
utilized a commercial product, the manuscript should state that they either followed
manufacturer’s protocol or specify any changes made to the protocol. Studies on
humans should conform to the Helsinki Declaration of 1975 and state that the

institutional IRB approved the protocol and that informed consent was obtained. Studies
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involving animals should state that the institutional animal care and use committee
approved the protocol. The statistical analysis section should describe which tests were
used to analyze which dependent measures; p-values should be specified. Additional
details may include randomization scheme, stratification (if any), power analysis, drop-
outs from clinical trials, etc.

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

f. Figures: There are two general types of figures. The first type of figure includes

photographs, radiographs or micrographs. Include only essential figures, and even if
essential, the use of composite figures containing several panels of photographs is
encouraged. For example, most photo-, radio- or micrographs take up one column-
width, or about 185 mm wide X 185 mm tall. If instead, you construct a two columns-
width figure (i.e., about 175 mm wide X 125 mm high when published in the JOE), you
would be able to place about 12 panels of photomicrographs (or radiographs, etc.) as an
array of four columns across and three rows down (with each panel about 40 X 40
mm). This will require some editing on your part given the small size of each panel, you
will only be able to illustrate the most important feature of each photomicrograph.
Remember that each panel must be clearly identified with a letter (e.g., “A”, “B”, etc.),
in order for the reader to understand each individual panel. Several nice examples of
composite figures are seen in recent articles by Chang, et al, (JOE 28:90, 2002),
Hayashi, et al, (JOE 28:120, 2002) and by Davis, et al (JOE 28:464, 2002). At the

Editor’s discretion, color figures may be published at no cost to the authors. However,
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the Editor is limited by a yearly allowance and this offer does not include printing of
reprints.

The second type of figure are graphs (i.e., line drawings) that plot a dependent measure

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

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

following table may not necessary:

% NaOCI|N/Group|% Inhibition of Growth
0.001 9) 0

0.003 5 0

0.01 9) 0

0.03 9) 0

0.1 9) 100

0.3 5 100

1 5 100

3 5 100

116



Instead, the results could simply state that there was no inhibition of growth from 0.001-
0.03% NaOCI, and a 100% inhibition of growth from 0.03-3% NaOCI (N=5/group).

Similarly, if the results are not significant, then it is probably not necessary to include
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