Mariana Machado Teixeira de Moraes Costa

Avaliacao da reacao tecidual frente aos cimentos
MTA Angelus® cinza e um MTA
fotopolimerizavel experimental.

Analise microscopica em alvéolos dentarios de
ratos.

Tese apresentada a Faculdade de
Odontologia do Campus de Aracatuba —
UNESP, para a obtencdao do Grau de

“Doutor em Odontopediatria"

Orientador: Prof. Dr. Jodo Eduardo Gomes Filho

Aracatuba — SP
2008



Catalogagéo-na-Publicacéo
Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagdo — FOA / UNESP

Costa, Mariana Machado Teixeira de Moraes
C837a Avaliacdo da resposta tecidual frente aos cimentos MTA
Angelus®cinza e um MTA fotopolimerizavel experimental :
analise microscopica de implantes realizados em alvéolos de ratos /
Mariana Machado Teixeira de Moraes Costa. - Aracatuba : [s.n.],
2008
107 f. : il. ; tab.

Tese (Doutorado) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Odontologia, Aracatuba, 2008
Orientador: Prof. Dr. Jodo Eduardo Gomes Filho
1. Cimentos dentérios 2. Inflamagdo 3. Materiais

biocompativeis

Black D27
CDD 617.645




Dados Curriculares

Mariana Machado Teixeira de Moraes Costa

Nascimento

Filiagao

1998-2001

2002-2003

2003-2005

2005-2008

10 de fevereiro de 1979

Lapa — PR

Araken Lisboa de Moraes Costa

Thais Machado Teixeira de Moraes Costa

Curso de Graduagio em Odontologia, na Faculdade de
Odontologia de Aragatuba — Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, SP.

Curso de Especializagio em Odontopediatria, na
Faculdade de Odontologia de Aracatuba — Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, SP.

Mestrado em Odontopediatria, Faculdade de Odontologia
de Aracatuba — Universidade Estadual Paulista “Jdlio de
Mesquita Filho”, SP.

Doutorado em  Odontopediatria,  Faculdade de
Odontologia de Aragatuba — Universidade FEstadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, SP.



Dedicatoria

A DEUS...

“Perto quero estar, junto aos teus pés.

Pois prazer maior nao ha, que me render e te adorar

Tudo o que ha em mim quero te ofertar

mais ainda € pouco en sei, se comparado ao que ganhei

Nao son apenas servo, ten amigo me tornei
Te lonvarei, nao importam as circunstancias

Adorarei somente a ti Jesus”

(Kelly Carpenter, Toque no altar)



Dedicatoria

Aos mens pais, Thais e Araken...

Muito obrigada pelo apoio constante, pelo carinho

e por todo amor e dedicacao...Obrigada por tudo o que representam em minba vida !

"Os nossos pais amam-nos porgue somos seus filhos, ¢ um fato inalterdvel. Nos momentos
de sucesso, isso pode parecer irrelevante, mas nas ocasioes de fracasso, oferecem um consolo e
uma seguranga que nao se encontram em gualquer ontro lugar." (Bertrand Russell)

Ao men noivo José Otdvio...
Pelo companbeirismo, pela compreensao nas anséncias
e por todo incentivo, aumentando a minha forca a cada dia !
"A auséncia diminui as pequenas paixoes ¢ anmenta as grandes,
da mesma forma que o vento apaga a vela e atia a fogueira."
(Frangois de La Rochefoucanlt)

Ao meun irmao Rodrigo, e minhas “irmas”,

Rosana, Tais, Luciana, Juliana e Julie...

“.mas ba um amigo que ¢ mats chegado do que um irmdo”

(Provérbios 18:24)

Muito obrigada pela amizade e apoio em todos os momentos... que

me permiten estar hoje comemorando mais essa vitdria.

"A amizade é quase sempre a uniao de parte de uma alma com parte de outra.
As pessoas sao amigas nos pontos que se tocam."

(George Santayana)



Agradecimentos Especiais

Ao meu orientador, Professor Dr Jodo Eduardo Gomes Filho...

Muito obrigada por toda dedicacao, paciéncia e seriedade com que conduziu este estudo.
Agradego imensamente pela confianca que depositon em mim e por todas as orientagoes
valiosas neste periodo de convivéncia.

“Um bom professor educa seus alunos para uma profissao,
um professor fascinante os educa para a vida.

Professores fascinantes sao profissionais revoluciondrios.
Ninguém sabe avaliar o seu poder, nem eles mesmos.

Eles mudam paradigmas, transformam o destino de um povo
¢ um sistema social sem armas,

tdo somente por prepararem seus alunos para a vida

através do espetdculo das suas idéias.”

Augusto Cury

A Roberta Okamoto

“Unmt bom professor ¢ lembrado nos tempos de escola.

um professor fascinante € um mestre inesquecivel...

Ser um mestre inesquecivel ¢ formar seres humanos que fardo diferenca no mundo.”
Augusto Cury

Muito obrigada por toda paciéncia e anxilio durante a realizacdo deste trabalho.
"Agueles que passam por nds nao vao sis, nao nos dezxam sds. Deiscam um ponco de si,
levam um ponco de nds." (Antoine de Saint-Exupery)



Agradecimentos

A Faculdade de Odontologia de Aracatuba-UNESP, nas pessoas do
Diretor Prof. Dr. Pedro Felicio Estrada Bernabé e Vice-Diretora Prof Dra.

Ana Maria Pires Soubhia.

Aos professores da Disciplina de Odontopediatria da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba-UNESP, Prof. Dr. Célio Percinoto, Profa. Dra.
Rosingela dos Santos Nery, Prof. Dr. Robson Frederico Cunha, Prof. Dr.
Alberto Carlos Botazzo Delbem e Profa. Dra. Sandra Maria Herondina
Coelho Avila de Aguiar, por todo este longo periodo de convivéncia, pelas

orientacOes valiosas e ensinamentos transmitidos.

Aos professores da Disciplina de Endodontia da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba-UNESP, Prof Dr Roberto Holland, Prof. Dr. Valdir
de Souza, Prof. Dr. Pedro Felicio Estrada Bernabé, Prof. Dr. Dr. Mauro
Nery, Prof. Dr. José Arlindo Otoboni Filho e Prof. Dr. Eloi Dezan Junior, por
me receberem da maneira tdo especial como fui recebida, pelo carinho e amizade

durante o curso.

Ao professor Tetuo Okamoto, a minha gratidio pela ajuda durante a
realizacdo dos procedimentos cirurgicos. Muito obrigada pela valiosa ajuda e

paciéncia.

As funcionarias da Disciplina de Endodontia da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba-UNESP, Hermelinda de Jesus Pereira Before, Neuza Angélica
dos Santos e Neuci Vieira. Muito obrigada por todo apoio durante a realizacdo

deste trabalho e pela convivéncia agradavel e amizade.



Aos funcionarios da Disciplina de Odontopediatria da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba UNESP, Maria dos Santos Ferreira Fernandes e
Mario Luis da Silva, pela ajuda constante, pela dedicacdo e por apoio neste nosso

longo tempo de convivio.

Aos “amigos de longa data” da pos-graduagao da Odontopediatria,
Rebeca, Fernanda, Kélio, Karine, Karina Bianco. Pessoas especiais que tive o

prazer de conhecer, por todos 0s momentos que passamos juntos.

Aos amigos Karina Mirela, Graciele, Marcio, Carol (Tuca), Janaina,
Isabele, Eliana Takeshita, Eliana Rodrigues, Adriana, Carol Lodi, Vanessa e

Tatyana.

Aos que se tornaram meus grandes “amigos de laboratério”, Alessandra
Gomes, Simone, Max, Sueli, Denise, Renata e Alessandra Cury pela amizade,

pelo apoio e pelo excelente convivio durante este periodo. Grande sucesso a voces!

A todos os meus colegas de Pés-graduagao da Odontopediatria, muito

obrigada pelos momentos de convivéncia.

A minha grande amiga Rosana, por me ajudar com a formatacao da tese.

Muito obrigada pelo apoio e amizade!

Aos funcionarios da Se¢ao de Pés Graduacao da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba-UNESP, Marina Midori Sakamoto Hawagoe, Valéria de Queiroz
Marcondes Zagatto e Diogo Reatto pelo excelente profissionalismo, aten¢io

dispensada e primoroso relacionamento.

Aos funcionarios da Biblioteca: Ana Claudia Grieger Manzatti, Claudia
de Souza Frare, Claudio Hideo Matsumoto, Isabel Pereira de Matos, Ivone
Rosa de Lima Munhoz, Izamar da Silva Freitas, Jéssica Durbergr, Luzia
Anderlini, Maria Claudia de Castro Benez, Fernando Sukunishi e Claudio

Maciel Junior, pela atencio e eficiéncia que sempre dispensaram.



Aos funcionarios do Biotério da Faculdade de Odontologia de
Aragatuba — UNESP, peclo apoio e auxilio e pela dedicagio no tratamento dos

animais.

Ao Departamento de Cirurgia e Clinica Integrada por ter me permitido

utilizar o biotério e o laboratério, possibilitando a realizagao deste trabalho.

Ao Laboratério de Morfologia da Faculdade de Odontologia de Aragatuba
— UNESP, na pessoa do Prof. Dr. Roelf Justino Cruz Rizzolo.

A CAPES ¢ ao CNPq, pelo apoio financeiro que viabilizou a realizagao

deste trabalho de pesquisa.

A todos aqueles que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizagao

deste trabalho, os meus sinceros agradecimentos.



Epigrafe

“Escute aguela pequena voz gue vem de dentro de voce.

Se vocé nao vive a sua vida completamente, realizando as metas que
Julgon importantes, dando sua contribuigao tinica para o mundo, ninguém mais
trd fazé-lo. Sua cangao morrerd com voce.

Muitos de nés ja descobriram o que fazer com suas vidas. INGs temos um
propdsito que ecoa do centro do nosso ser. De algum modo, nossas vidas nunca
estardo completas a menos que respondamos a este chamado. Mas nos
recusamos... Aquela voginha’ sussurra um sonho...Mas, mais tarde, mais dia
menos dia, nossa visao comegard a desaparecer...ipersa na praticidade...

INds nos arrastamos pelos mais altos caminhos do conformismo, segnindo
os outros. Buscamos o que os outros buscam — conforto, seguranca, dinbeiro,
poder, prager. Nao estamos soinhos, mas somos estranhos para o melbor de nds
mesmos. Os anos deixam rugas na pele, mas a perda de entusiasmos deixa rugas
na alma. . impossivel dizer a alguém que caminbo seguir. Somente vocé, com
trangiiilidade e humildade, pode onvir a pequena vog dentro de vocé. Sucesso e
felicidade nao sao metas distantes de serem capturadas e mantidas.

Acontecem acidentalmente enguanto vocé estd se realizando.”

Michel 1 ynberg, The Gift of Giving



Sumario

Lista de FIGUIas .....ccoeuiuiiiniiiriccci e 15
TLAStA A TADCIAS coeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e erreeeaeeeeeessesesnsnenaees 19
Introdugao Geral ..o 20

Capitulo 1 - Avaliacao da resposta tecidual frente aos cimentos
MTA Angelus® cinza e um MTA fotopolimerizavel experimental.
Analise histologica de implantes realizados em alvéolos de ratos.

RESUIIO oottt 27
ADSIVACE oottt e 28
INEEOAUCAOD vttt 29
PLOPOSICAO ...ttt 32
J\Y R0 5 P21 I\ [ 6 Ye Lo YU 33
ReESUITAOS . 38
DIISCUSSAO ettt ettt et ere e eaeeeeaneas 46
REFEIENCIAS wvvvvvieieeteeeeee ettt e v aeeenee e 51

Capitulo 2 - Avaliacdo do processo de reparo frente aos cimentos
MTA Angelus® cinza e um MTA fotopolimerizavel experimental em
alvéolo de ratos utilizando fluorocromos.

RESUIIIO ettt ettt eeeeeeeeessssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssns 57
ADSITACT aaaaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeeereeeeereeeeeeeeaaeeees 58
N
INEEOAUCAOD ..t 59
D
PLOPOSIGAO ...cviiiiiiiiiciciic e 61
ial ctod 2
MAtEr1al € MELOAO covveeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeseeeaeesenesnnnannes 6
RESUITAAOS ettt ee e e e e e e e e e e eeeaeeeeeeeessasssssssaneeaeeeesessasanns 69
) N
J B RS Y: [0 ROTTTTTRURo TR 78
ferénci
RETCTEINICIAS v oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeee e eeeaeeeaeeeeasesesssnsesensnssnnnnnnnnnnnnn 83



Lista de Figuras

Capitulo 1

Figura 1

Figura 2

Figura 3

30 dias: (A) Grupo controle, H. E., 10X; (B) Grupo
controle, H.E., 40X; (C) Grupo MTA Angelus® Cinza,
H.E., 10X; (D) Grupo MTA Angelus® Cinza, H.E., 10X;
(E) Grupo MTA Fotopolimerizavel, H.E., 10X; (F)
Grupo MTA Fotopolimerizavel, H.E., 10X; (G) Grupo
MTA Angelus® Cinza, H.E., 2,5X (H) Grupo MTA
Fotopolimerizavel, H.E., 2,5X.

60 dias: (A) Grupo controle, H. E., 10X; (B) Grupo
controle, H.E., 40X; (C) Grupo MTA Angelus® Cinza,
H.E., 10X; (D) Grupo MTA Angelus® Cinza, H.E., 10X,
(E) Grupo MTA Fotopolimerizavel, H.E., 10X; (F)
Grupo MTA Fotopolimerizavel, H.E., 10X; (G) Grupo
MTA Angelus® Cinza, H.E., 25X (H) Grupo MTA
Fotopolimerizavel, H.E., 2,5X.

90 dias: (A) Grupo controle, H. E., 10X; (B) Grupo
controle, H.E., 40X; (C) Grupo MTA Angelus® Cinza,
H.E., 10X; (D) Grupo MTA Angelus® Cinza, H.E., 10X;
(E) Grupo MTA Fotopolimerizavel, H.E., 10X; (F)
Grupo MTA Fotopolimerizavel, HE., 10X; (G) Grupo
MTA Angelus® Cinza, H.E., 25X (H) Grupo MTA
Fotopolimerizavel, H.E., 2,5X.

42

43

44



Capitulo 2

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Grupo Controle: (A) Calceina, 7 dias, 10x; (B) Alizarina
14 dias, 10x; (C) Oxitetraciclina, 21 dias, 10x (D);
Sobreposicao de AB e C, 10x (E) H.E., 10x; (F)

Coloracao de Stevenel’s Blue e Alizarin Red, 10x.

Grupo MTA Angelus® Cinza: (A) Calceina, 7 dias, 10x;
(B) Alizarina 14 dias, 10x; (C) Oxitetraciclina, 21 dias, 10x
(D); Sobreposicao de A,B e C, 10x (E) H.E., 10x; (F)

Coloracao de Stevenel’s Blue e Alizarin Red, 10x.

Grupo MTA Fotopolimerizavel experimental: (A)
Calceina, 7 dias, 10x;  (B) Alizarina 14 dias, 10x; (C)
Oxitetraciclina, 21 dias, 10x (D); Sobreposicio de A,B e
C, 10x (E) H.E., 10x; (F) Coloracao de Stevenel’s Blue e
Alizarin Red, 10x.

Avaliagio dos fluorocromos nos diferentes grupos

experimentais, utilizando a pontua¢ao da Grade de Merz.
(*) estatisticamente significativo  (p<0,05), quando
comparado o fluorocromo com a sobreposic¢ao, especifico
para cada grupo. (#) estatisticamente significativo
(p<0,05), quando comparado o fluorocromo de cada

grupo com marcador equivalente no grupo controle.

73

74

75

77



Anexos

Figura 1

Figura 2

Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8

Figura 9

Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13

Figura 14
Figura 15
Figura 16

Figura 17

Figura 18
Figura 19

MTA Angelus® cinza (Angelus, Solucbes  em

Odontologia, Brasil).........ccccceeuvieiiiiiiiiiiiiiiincneneeeeen
MTA Fotopolimerizavel experimental — (Northwestern

University Medical School - Chicago USA — e BISCO) .............
Esquema Tubo de polietileno (Abbot Lab. do Brasil Ltda).......
Incisivos superiores € INfEriores ...
Luxacao do alvEOIO ....cuiviiiiiicieceee e
Exodontia do incisivo superior difeito ........cocovvrieicucueiriririniucaes
Implante do tubo de polietlleno .......ccceueueuiiiiiiiiiiciiiiiiine,
Processamento  inicial ~das  pecas  (desidratagio,

dIAfANIZACAO) weuvuiiiiiieieeeceete e
Inclusao em parafina.......c.ccccoevrrnnnneccceeceeccccee e,
ODbtencao dOS COTLES..cutimiimiinirieiiinirieieerire ettt es
Coloracao das JAMINAS ...c.eveeiererierieirereieeeeeee e
LLamina com os cortes corados com hematoxilina e eosina.......

Microscopio, camera e Software utilizados para obtencao
e avaliagdo das IMAZENS ....c.ceueueueueiiiriririree e
Peca obtida e incluida em metil metacrilato + peréxido de
benzofla a 1%0...c.ciiiiiiiii
Calceina (Sigma) e imagem obtida com esse marcador...............
Alizarina (Sigma) e imagem obtida com esse marcador..............
Oxitetraciclina  (Sigma) e imagem obtida com esse
MALCAAOT 1ottt
Esmeril empregado para o desgaste inicial das pega ...................
laminulas montadas com o6leo mineral Nujol e seladas

com esmalte cosmético

...................................................................



Figura 20
Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Ferramenta “arquivo” e abertura das 3 imagens originais......

Ferramenta “mover” para selecionar e arrastar a imagem

da alizarina para o arquivo da calceina .......cccceevccucicirininiianes

Ferramenta selecionar opg¢ao “camada”, “estilo de

camada”, “opg¢oes de mesclagem”, modo de mesclagem:

ClATEAL™ .ottt ettt et ettt et ettt re b eaaeenean

Ferramenta “mover” para selecionar e arrastar a imagem
da oxitetraciclina para o arquivo com as imagens da
calceina e alizarina sobrepostas. Selecionar opg¢ao
“camada”, “estilo de camada”, “opg¢bes de mesclagem”,

“modo de mesclagem: clarear”, para obter a imagem final

com as 3 IMAagens SODIEPOSLAS. ..c.eweveueueuereueerirerirerereeereerenenenenene

Nustracao da grade de Merz ......covuvevecuciciniiininicccieeieeeee

.. 103



Lista de Tabelas

Capitulo 1

Tabelal  Escores relativos a resposta inflamatoria para cada grupo

e perfodo experimental.......cccceeeienirenininnnneeeeee e 45

Tabela2  Caracteristicas da capsula fibrosa e ocorréncia de
mineralizacdo ou de necrose para cada grupo e periodo

EXPELIMENTAL ... 45

Capitulo 2

Tabelal  Escores relativos a resposta inflamatoria para cada grupo

e perfodo experimental.......ccccceiieninenirinineereeeeeree e 77

Tabela2  Caracterfsticas da capsula fibrosa e ocorréncia de
mineralizacdo ou de necrose para cada grupo e periodo

EXPEIIMENTAL ..o 77



Introducao Gerall

evido ao avanco técnico e cientifico ao longo dos anos, a

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

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

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

Torna-se ainda necessario, que o material de escolha para o tratamento

endodéntico, apresente algumas propriedades fisico-quimicas que o viabilizem

! As referéncias citadas na Introducéo Geral estio expostas no ANEXO J



para esse fim, promovendo um selamento marginal efetivo e se mantendo
estavel na presenca de umidade.

Buscando abranger estas caracteristicas, foi desenvolvido no inicio dos
anos 90, pela equipe de pesquisadores da Universidade de Loma Linda,
California (EUA), o Agregado de Triéxido Mineral (MTA)'. Atualmente, o MTA
encontra-se disponivel no mercado odontolégico sob os nomes comerciais de
MTA ProRoot® (Dentsply), o MTA Angelus® cinza (Angelus Solucdes em
Odontologia, Londrina-Pr, Brasil), os quais apresentam caracteristicas fisico-
quimicas e biolégicas semelhantes, além das formulagdes com modificagdes
como € o caso do CPM (Argentina).

Desde seu desenvolvimento inicial e em fungcéo de estar disponivel no
mercado ha um tempo ndao muito longo, o MTA tem sido alvo de diversos
estudos, que utilizam ou empregam metodologias variadas para avaliar melhor

suas propriedades, indicagdes e contra indicacdes'?.

Estes estudos tém
confirmado as caracteristicas adequadas deste material bem como sua
indicagao de uso em diversas situagdes clinicas.

De forma geral, tem-se observado que o MTA apresenta propriedades
fisico-quimicas e biologicas favoraveis, sendo amplamente empregado no
tratamento endodéntico. Por outro lado, apesar de suas inumeras
caracteristicas positivas, este material apresenta algumas dificuldades durante
sua manipulagdo, um tempo de presa demorado e um tempo de trabalho
relativamente curto16, fatores estes que poderiam, por sua vez, desestimular
seu uso em algumas situagdes clinicas.

Neste sentido, com o objetivo de aprimorar algumas caracteristicas do

MTA, um material de composi¢do semelhante, porém fotopolimerizavel vem



sendo desenvolvido pela Northwestern Universiy Medical School, de Chicago-
USA, em parceria com a empresa de materiais odontolégicos Bisco. Sendo
assim, o desenvolvimento de um material com caracteristicas semelhantes ao
MTA, mas que apresente uma manipulagcdo mais facilitada permitiria o uso
mais freqlente deste cimento no atendimento clinico infantil, bem como no
atendimento de adultos.

Por estar em fase experimental e ter sido recentemente desenvolvido,
observam-se poucas pesquisas avaliando suas propriedades biolégicas19’ 28
Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a reagao tecidual frente
ao uso deste novo cimento, empregando-se como modelo experimental o
implante, em alvéolo dentarios de ratos, de tubos de contendo o MTA
fotopolimerizavel experimental comparativamente aoc MTA Angelus Cinza. O
estudo foi dividido em duas partes, sendo cada uma delas escrita em formato
de artigo, como objetivo de tornar o trabalho mais didatico e facilitar sua
divulgacéo nos meios de pesquisa.

Em um primeiro momento, os materiais testados foram avaliados
histopatologicamente. Num segundo momento, para facilitar a observagédo da
dindmica do processo de reparagdo tecidual e da deposicdo de tecido
mineralizado, foi utilizada a injecdo de fluorocromos em diferentes periodos de
tempo. Assim, este trabalho foi desenvolvido em dois capitulos, cada um
ressaltando um dos parametros acima mencionados.

O primeiro capitulo, “Avaliacdo da resposta tecidual frente aos
cimentos MTA Angelus® cinza e MTA fotopolimerizavel experimental:

Andlise histolégica de implantes realizados em alvéolos de ratos”,



apresenta a resposta tecidual avaliada qualitativa e quantitativamente, por meio
de analise histoldgica.

O segundo capitulo, “Avaliacdo do processo de reparo frente aos
cimentos MTA Angelus® cinza e MTA fotopolimerizavel experimental em
alvéolo de ratos utilizando fluorocromos”, apresenta uma metodologia que
possibilita a utilizacdo dos fluorocromos como forma de andlise da reacao
tecidual, bem como da deposicdo de tecido mineralizado, em diferentes

periodos pos-operatorios.



Capitulo 1

Avaliacao da resposta tecidual frente aos
cimentos MTA Angelus® cinzae MTA
fotopolimerizavel experimental: Analise
histologica de implantes realizados em

alvéolos de ratos
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Resumo

COSTA, MMTM. Avaliacdo da resposta tecidual frente aos cimentos MTA
Angelus® cinza e MTA fotopolimerizavel experimental: Anélise histolégica
de implantes realizados em alvéolos de ratos. 2008. 107f. Tese (Doutorado)
— Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2008.

Para contornar algumas dificuldades de manipulacdo do agregado de trioxido
mineral (MTA) convencional, um MTA fotopolimerizdvel vem sendo
desenvolvido. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a resposta
tecidual frente ao uso deste material. Para isso, 57 tubos de polietileno
preenchidos com o MTA experimental e o MTA cinza foram implantados em
alvéolos de ratos. Como grupo controle, foram implantados tubos vazios. Os
animais foram sacrificados apos 30, 60 e 90 dias, sendo realizada a analise
microscopica dos cortes obtidos e corados com Hematoxilina e Eosina. Foi
possivel concluir que o MTA fotopolimerizavel apresentou uma resposta
semelhante ao MTA cinza, caracterizada pela auséncia de uma inflamacéo

severa e pela deposicéo de tecido mineralizado em contato com o material.

Descritores: Agregado de tribxido mineral, inflamacéao, biocompatibilidade,

fotopolimerizavel.
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Abstract

COSTA, MMTM. Evaluation of tissue response to MTA Angelus® Gray and
Experimental Light Cured MTA. Microscopic analysis of implants in
alveolar bone of rats. Aracatuba, 2008. 107p. Thesis (Doctor Degree in

Pediatric Dentistry) — Sao Paulo State University.

The aim of this study was to evaluate the tissue reaction to a Light Cured MTA
or MTA Angelus® gray. It was used 57 animals, which were divided in three
groups. In the Control Group, empty tubes were inserted into the rat's sockets
immediately after extraction. In the other groups, the tubes were filled with Light
Cured MTA or MTA Angelus®. After 30, 60 and 90 days after the implantation,
the animals were sacrificed and the right hemi-maxilas were removed and
processed in laboratory to analyses on light microscopy, with embedding in
paraffin, cut with 6um thickness and stained with HE. It was possible to
conclude that Light Cured MTA presented a similar response when compared to
MTA Angelus®, being characterized by a mild inflammatory response and
dystrophic calcifications areas. Despite of a favorable healing process obtained
with this new experimental MTA, further studies should be conducted to

elucidate these material properties and confirm the present results.

Key-words: Mineral trioxide aggregate, inflammation, biocompatibility, light-

cured.
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Capitulo 1*

1.1 - Introdugao

tecido pulpar possui uma estreita comunicagdo com os tecidos
periodontais através do forame apical e de ramificagdes laterais.
Desta maneira, possiveis complicagbes ou acidentes no tratamento
endoddntico podem ocasionar perfuragdes iatrogénicas ou patolégicas (devido
a um processo de carie ou reabsorgéo), as quais devem ser tratadas visando
prevenir a infiltracdo bacteriana, obtendo assim, uma resposta adequada dos
tecidos adjacentes. Por ficarem em contato direto com estruturas vitais, os
materiais empregados para promover esse selamento devem ser
biocompativeis, ndo induzindo um processo inflamatorio extenso e favorecendo
a regeneragdo dos tecidos envolvidos. No entanto, alguns materiais
empregados com este fim tém apresentado desvantagens relacionadas a
microinfiltragdes, graus variados de toxicidade e a ocorréncia de alteragcbes
dimensionais quando na presenca de umidade (1).

Com o objetivo de proporcionar o selamento dessas comunicagdes
patolégicas ou iatrogénicas entre o sistema de canais radiculares e a superficie
externa do dente, foi desenvolvido no inicio dos anos 90, pela equipe de
pesquisadores da Universidade de Loma Linda, Califérnia (EUA), o Agregado
de Triéxido Mineral (MTA). O MTA apresenta-se como um pé cinza ou branco,
composto basicamente por 6xido de calcio, didéxido de silicio, éxido férrico,

oxido de aluminio, sulfato de calcio, 6xido de magnésio, 6xidos de sodio e

*Este texto foi formatado de acordo com as normas do peridédico Journal of
Endodontics (Anexo B)
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potassio, além de outros 6xidos minerais e do 6xido de bismuto, utilizado para
dar radiopacidade ao material (2).

Em relacdo as suas propriedades fisico-quimicas, O MTA possui um pH
de 10,2, logo apos a hidratagcdo com agua destilada, o qual aumenta para 12,5
aproximadamente 3 horas apds a manipulagédo. Apresenta tempo de presa em
torno de 2 horas e 45 minutos, sendo sua resisténcia a compressado de 40
MPa, aumentando para 67 Mpa, apos 21 dias (3). Por ser um material
hidrofilico, suas propriedades ndo sido afetadas quando empregado em
manobras cirurgicas, ja que na presenca de umidade converte-se em um gel
coloidal o qual se cristaliza e sofre ligeira expanséo, contribuindo para o
selamento biolégico de cavidades, de perfura¢des radiculares e de furca (3).

Em relagdo a sua resposta bioldgica, diversos estudos tém demonstrado
que o MTA promove uma reacdo tecidual adequada, caracterizada pela
auséncia de um processo inflamatério severo (4-8) e auséncia de potencial
mutagénico (9). Outra caracteristica biolégica favoravel é sua capacidade
osteoindutora (10), através da deposicdo de granulacbes de calcita, ao redor
das quais ha grande condensacgéo de fibronectina, proporcionando adesao e
diferenciacao celular (11).

Apesar de suas inumeras caracteristicas favoraveis, o MTA apresenta
algumas dificuldades de manipulagéo, as quais podem limitar seu uso em
diferentes situagdes clinicas (12). Neste sentido, o desenvolvimento de um
material com caracteristicas semelhantes, mas que viesse a apresentar uma
forma de trabalho mais facilitada poderia favorecer o uso mais freqiiente do
MTA. Buscando suprir estas necessidades, um novo material vem sendo

desenvolvido, com o objetivo de manter as propriedades originais do MTA,
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porém apresentando uma manipulacao mais facilitada. Este cimento é
fotopolimerizavel, sendo constituido por particulas de resina hidrofilica
biocompativel e ingredientes ativos do MTA.

Apesar deste material experimental aparentemente apresentar
caracteristicas positivas, n&o existem muitos estudos avaliando suas
propriedades biolégicas, uma vez que foi recentemente idealizado (13). Desta
forma, torna-se necessario a realizagdo de algumas pesquisas, empregando
diferentes metodologias, com o intuito de elucidar a reagao tecidual frente ao

emprego deste MTA fotopolimerizavel.
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1.2 - Proposicao

O objetivo do presente estudo foi avaliar a reacao tecidual frente ao uso
do MTA fotopolimerizavel experimental, em alvéolo de ratos, comparando-o

com o MTA Angelus® cinza.
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1.3 — Material e Método

Animais

Para realizacéo deste trabalho foram utilizados 57 ratos machos (Rattus,
norvegicus, albinus, Wistar), com idades aproximadas de 90 dias, pesando
aproximadamente 350g. Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura entre 22 e 24°C com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12
horas escuro), racao sélida e agua “ad libitum”, exceto nas primeiras 12 horas
pré e pos-operatorias. Previamente ao inicio do experimento, o projeto de

pesquisa foi submetido & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa Animal,

o qual foi aprovado (CEEA — FOA/UNESP - protocolo n° 49/05 — ANEXO A).

Materiais

Foram empregados os cimentos MTA Angelus® cinza (Angelus Solugées
em Odontologia, Londrina-Pr, Brasil) e um cimento MTA fotopolimerizavel em
fase experimental (Bisco) — (Figura 1 e 2 - ANEXO C).

Segundo informagdes dos idealizadores, este cimento experimental é
composto de AeroSil (8.0%), uma resina hidrofilica biocompativel (42.5%),
componentes ativos do MTA (44.5%), Sulfato de Bario (5%). A composigéo
desta resina é, basicamente, BisGMA (20%), resina biocompativel — FDA
(77,25%), um agente modificador (2,4%), um agente iniciador (0,32%) e uma

gente para estabilizar o iniciador (0.032%).
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Tubos de Polietileno

Foram empregados 57 tubos de polietileno (Abbot Lab. Do Brasil Ltda,
Sao Paulo). com 1,0 mm de didmetro interno, 1,6 mm de didmetro externo e
3,0 mm de comprimento, os quais foram esterilizados em 6xido de etileno
(Figura 3 - ANEXO C). Uma extremidade do tubo foi selada com guta-percha
aquecida (Hygenic — DFL, Akron, OH — USA), em uma extensao de 1mm. Os
materiais foram introduzidos na outra extremidade do tubo, preenchendo os
2mm restantes e ficando rentes a superficie externa. Para o Grupo Controle foi

empregado o tubo vazio, com uma das extremidades seladas com guta-pecha.

Procedimento Cirurgico (ANEXO D)

Em cada animal foi realizada a injec&o intramuscular de sedativo a base
de xilazina (Dopaser, Calier S.A. - Barcelona, Espanha — 10mg/Kg) e de
anestésico a base de Cloridrato de Ketamina a 5% (Vetanarcol, Kénig S. A. —
Avellaneda, Argentina — 25mg/Kg). Posteriormente foi realizada a anti-sepsia
com gaze embebida em PVPI (Povidini topico- Johnson & Johnson Ind. Com.
Ltda.) na porgéo anterior da maxila e, internamente, em toda a regido proxima
ao alvéolo dentario direito da maxila.

Com auxilio de um esculpidor tipo Hollemback (#3), foi realizada a
sindesmotomia ao redor de todo o dente de forma a preservar a margem
gengival. Utilizando-se um instrumental especial (14), o qual foi introduzido
entre o dente e a cortical Ossea alveolar, luxando-se o alvéolo e,
posteriormente, utilizando outro instrumento adaptado para este fim, extraindo-

se o dente (14). A contencdo da hemorragia foi contida com auxilio de gaze.
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Os tubos apresentavam uma extremidade selada com guta-percha e a
outra extremidade preenchida com o material avaliado, ficando rente a
superficie externa do tubo. O uso da guta-percha teve o objetivo de impedir que
o material obturador se deslocasse no momento da introdugdo do tubo,
servindo também como anteparo para posicionar o tubo no alvéolo. O MTA
Angelus® cinza foi manipulado de acordo com as orientagées dos fabricantes e
imediatamente antes do implante, evitando-se assim que ocorresse a presa
antes de sua implantacdo. O MTA fotopolimerizavel experimental foi inserido no
tubo diretamente, atraves do auxilio das pontas descartaveis de aluminio e,
posteriormente, fotopolimerizado por 60 segundos (Ultra Lux Eletronic Dabi
Atlante, Ribeirdo Preto — Brasil). Para implantacdo dos tubos no alvéolo, foi
utilizada uma pingca reta, buscando inseri-los no primeiro tergo alveolar. O
material obturador permaneceu voltado para o fundo do alvéolo.

Apoés a implantagéo dos tubos foi realizada a aproximagao as margens
gengivais e a sutura com pontos simples utilizando fios de seda 4.0 montados

em agulha atraumatica (Ethicon Johnson & Johnson Ind. Com. Ltda.).

Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 3 grupos, de acordo com os materiais a
serem testados, sendo utilizado como controle o implante dos tubos vazios.
Cada grupo experimental foi composto por 21 animais e o Grupo Controle por
15 animais, sendo cada um deles dividido nos periodoss pds-operatérios de 30,

60 e 90 dias.
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Obtencdo das pecas

Passado os periodos experimentais, os animais foram sacrificados
através de uma sobredose anestésica (Cloridrato de Ketamina).
Posteriormente, foi removida toda a pele correspondente a face direita do
animal, sendo realizados dois cortes com tesoura na regido do angulo da boca,
para promover a separagédo da maxila e da mandibula.

Com auxilio de uma lamina intercambiavel n° 15 (B-D-Becon Dickinson
Ind. Cirurgica Ltda.) montada em cabo de bisturi, foi realizada uma incisédo no
palato do animal, ao longo do plano sagital mediano, acompanhando a sutura
intermaxilar. Desta maneira foram separadas maxila direita e esquerda. Foi
obtido um outro corte, tangenciando a face distal dos molares superiores
direitos, para obtencdo da hemimaxila direita contendo o alvéolo dentario com
o tubo implantado. Foi realizada a remocédo de todo excesso de tecido
muscular da parte externa da peca e, internamente, a limpeza preservando o
septo nasal. Posteriormente, as pecas foram radiografadas, para identificagao

de alvéolos onde os tubos pudessem ter sido expulsos.

Processamento Laboratorial (ANEXO E)

As hemimaxilas foram colocadas em tubos individuais contendo solugéo
de formalina a 10%, tamponada com pH neutro, durante as primeiras 48 horas
e, posteriormente, lavadas por um periodo de 5 horas para remocgé&o da solug&o
fixadora. As pecas foram desmineralizadas com solugédo de EDTA a 18%, até
que uma agulha fina pudesse ser introduzida no espécime sem encontrar
nenhuma resisténcia. Apos serem lavadas em agua corrente, desidratadas em

alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina, as pecas foram
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seccionadas longitudinalmente, em cortes com espessura de 6um. Para cada
espécime foram obtidas 10 laminas com 5 cortes teciduais em cada, sendo
coradas com Hematoxilina e Eosina (15). Os cortes teciduais foram analisados

microscopicamente, tabulados e submetidos a analise estatistica.

Analise dos resultados

A andlise foi realizada com auxilio de um microscopio binocular (Leica,
Alemanha), sendo os resultados expostos por meio de uma analise descritiva e
outra quantitativa.

A anadlise quantitativa da resposta inflamatoria foi realizada graduando a
importancia dos fendbmenos microscépicos observados separadamente, sendo
atribuidos escores de 0 a 3 (13,16-18). O escore zero significa auséncia de
resposta inflamatoria, 1 significa uma resposta inflamatéria leve (< 25 celulas e
de 1 a 5 vasos sanguineos na embocadura), 2 significa uma resposta
moderada (25 até 125 celulas e de 6 a 10 vasos sanguineos na embocadura) e
3 significa uma resposta severa (> 125 celulas e desorganizagédo do tecido e
mais que 10 vasos sanguineos na embocadura). A capsula fibrosa foi
considerada fina quando < 150um e espessa quando > 150um. A presenca de
necrose bem como a formagado de calcificagdo em contato com o material
testado foi registrada como presente ou ausente. Os dados foram tabulados e
submetidos a analise estatistica, através do Teste de Kruskal Wallis (Graph

Prism 3.0), sendo considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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1.4 - Resultados

Foi possivel observar através das analises qualitativa e quantitativa a
dindmica da reacao tecidual e a deposicdo de tecido mineralizado frente aos

materiais testados, durante os periodos de 30, 60 e 90 dias.

Analise Qualitativa

Grupo Controle (tubos vazios)

Aos 30 dias, foi possivel observar junto a embocadura do tubo um tecido
conjuntivo com alguns macréfagos e linfécitos e a presenca de fibroblastos
jovens. Observou-se também a organizagéo do fibrosamento de caracteristicas
capsulares em todos os espécimes. Nao foram observadas areas de deposigéo
de tecido mineralizado proximas a embocadura do tubo (Figura 1 A/B).

Aos 60 dias foi possivel observar, junto a embocadura do tubo, um
tecido conjuntivo com discreto infiltrado inflamatério e presenca de fibroblastos,
sendo a resposta tecidual relacionada a um processo de reparo mais avangado
do que aquela observada aos 30 dias. Também nao foram observadas areas
de deposicao de tecido mineralizado préximas a embocadura do tubo (Figura 2
A/B).

Aos 90 dias, foi observada, junto a embocadura do tubo, auséncia de
infiltrado inflamatério e a presenga de um tecido conjuntivo bem organizado.
Também nao foram observadas areas de deposicédo de tecido mineralizado

proximas a embocadura do tubo (Figura 3 A/B).
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Nos periodos de 60 e 90 dias, foi observado um tecido conjuntivo
densamente organizado e de um trabeculado 6sseo neo formado, nos tergos

meédio e apical, caracteristicos do processo de reparo proprio do alvéolo.

Grupo MTA Angelus® cinza

Aos 30 dias observou-se uma leve resposta inflamatoéria crénica,
caracterizada pela presenga de um infiltrado inflamatério mononucleado e por
fibroblastos intercalados a matriz extracelular. Foi possivel observar a
organizacdo do fibrosamento de caracteristicas capsulares em todos os
espécimes. Na maioria dos espécimes, foi possivel observar a presenca de um
tecido mineralizado neoformado em contato com o material (Figura 1C/D).

Aos 60 dias foi observada uma diminuicdo na resposta inflamatéria,
sendo o infiltrado inflamatério praticamente ausente na maioria dos espécimes.
O tecido conjuntivo subjacente ao material apresentou um processo de
reorganizacgao tecidual mais avangado do que o observado aos 30 dias, sendo
também possivel observar a presengca de um tecido mineralizado neoformado
em algumas regides em contato com o material, em todos os espécimes
avaliados (Figura 2C/D).

Aos 90 dias foi observada auséncia de infiltrado inflamatorio e presenca
de tecido 6sseo neoformado em contato com o material em quase todos os
espécimes avaliados (Figura 3C/D).

De maneira semelhante ao observado no grupo controle, foi possivel
observar no periodo de 30 dias, na regiao localizada entre o tubo e o fundo do
alvéolo, um tecido conjuntivo densamente organizado e colagenizado. Em

alguns espécimes foi observado um tecido 6sseo neoformado caracterizado
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pela presenca de trabéculas mais finas (Figura 1G). Aos 60 e 90 dias, este
trabeculado se mostrava mais espesso quando comparado ao periodo inicial,
caracterizando a formacao de um tecido mais maduro (Figura 2G e 3G). Junto
ao fundo do alvéolo, foi possivel observar um tecido 6sseo neoformado
caracterizado pela presenca de um trabeculado 6sseo mais espesso do que na
regido intermediaria, sendo que este tecido apresentou um maior grau de
organizacao nos periodos finais, caracterizando o processo de reparo proprio

do alvéolo (Figuras 1G, 2G e 3G).

Grupo MTA Fotopolimerizavel

Aos 30 dias observou-se, subjacente ao material, um processo de
reorganizagao tecidual, caracterizado pela presenca de um tecido conjuntivo
bem estruturado, demonstrando sua celularidade e matriz extracelular bem
distribuidos (Figura 1E/F). A maioria dos espécimes apresentou resposta
inflamatéria leve ou auséncia de infiltrado inflamatério. Foi possivel observar a
organizacdo do fibrosamento de caracteristicas capsulares em todos os
espécimes. Apenas dois espécimes nao demonstraram a presenca de tecido
mineralizado neoformado em contato com o material.

Aos 60 dias, o tecido conjuntivo subjacente ao material apresentou um
processo de reorganizagao tecidual mais avangado do que o observado aos 30
dias (Figura 2E/F). Foi possivel observar, na maioria dos espécimes, uma
auséncia de infiltrado inflamatério e somente em um caso néo foi possivel
observar a presenga de um tecido mineralizado neoformado em contato com o

material.
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Aos 90 dias no tecido proximo a embocadura do tubo nao foi observado
infiltrado inflamatério, estando presente um tecido 6sseo neoformado mais
maduro, em todos os espécimes (Figura 3E/F).

Semelhante ao observado nos Grupos Controle e MTA Angelus® cinza
foi possivel observar, aos 30 dias e na regido localizada entre o tubo e o fundo
do alvéolo um tecido conjuntivo densamente organizado e colagenizado e
presenca de um trabeculado 6sseo neoformado (Figura 1H). Aos 60 e 90 dias,
este trabeculado se mostrava mais espesso quando comparado ao periodo
inicial (Figura 2H e 3H). Junto ao fundo do alvéolo, foi possivel observar um
tecido 6sseo neoformado mais espesso e com maior grau de organizagado do
que na regiado intermediaria, caracterizando o processo de reparo proprio do

alvéolo (Figuras 1H, 2H e 3H).
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Figura 1 — 30 dias: (A) Grupo controle, H.E., 10X; (B) Grupo controle, H.E.,
40X; (C) Grupo MTA Angelus® Cinza, H.E., 10X; (D) Grupo MTA Angelus®
Cinza, H.E., 10X; (E) Grupo MTA Fotopolimerizavel, H.E., 10X; (F) Grupo MTA
Fotopolimerizavel, H.E., 10X; (G) Grupo MTA Angelus® Cinza, H.E., 2,5X (H)
Grupo MTA Fotopolimerizavel, H.E., 2,5X.
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Figura 2 — 60 dias: (A) Grupo controle, H.E., 10X; (B) Grupo controle, H.E.,
40X; (C) Grupo MTA Angelus® Cinza, H.E., 10X; (D) Grupo MTA Angelus®
Cinza, H.E., 10X; (E) Grupo MTA Fotopolimerizavel, H.E., 10X; (F) Grupo MTA
Fotopolimerizavel, H.E., 10X; (G) Grupo MTA Angelus® Cinza, H.E., 2,5X (H)
Grupo MTA Fotopolimerizavel, H.E., 2,5X.
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Figura 3 — 90 dias: (A) Grupo controle, H.E., 10X; (B) Grupo controle, H.E.,
40X; (C) Grupo MTA Angelus® Cinza, H.E., 10X; (D) Grupo MTA Angelus®
Cinza, H.E., 10X; (E) Grupo MTA Fotopolimerizavel, H.E., 10X; (F) Grupo MTA
Fotopolimerizavel, H.E., 10X; (G) Grupo MTA Angelus® Cinza, H.E., 2,5X (H)
Grupo MTA Fotopolimerizavel, H.E., 2,5X.



aquela observada para o MTA Angelus® cinza, ndo sendo observada
nenhuma diferenca estatistica entre os 3 grupos, nos diferentes periodos
experimentais (p= 0,3679). Estes dados podem ser observados na tabela 1.

Quanto as caracteristicas da capsula fibrosa, presenca de mineralizagcéo ou de

necrose, os resultados observados no presente estudo estdo expressos na

tabela 2.
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Analise Quantitativa

O MTA Fotopolimerizavel apresentou uma resposta tecidual semelhante

Tabela 1 — Escores relativos a resposta inflamatoria para cada grupo e

periodo experimental.

Escores

Controle MTA Angelus® cinza MTA Fotopolimerizavel
30dias 60dias 90dias | 30 dias 60dias 90 dias | 30 dias 60 dias 90 dias
0 0/5 3/5 4/5 017 3/7 6/7 2/7 4/7 6/7
1 4/5 2/5 1/5 517 4/7 1/7 3/7 3/0 1/7
2 1/5 0/5 0/5 217 0/7 0/7 2/7 017 0/7
3 0/5 0/5 0/5 017 0/7 0/7 0/7 017 0/7

Tabela 2 — Caracteristicas da capsula fibrosa e ocorréncia de mineralizagiao ou

de necrose para cada grupo e periodo experimental.

Controle MTA Angelus® cinza MTA Fotopolimerizéavel
Periodo (dias) 30 60 90 30 60 90 30 60 90
f % f % f % |f % f % f % |f % f % f %
Capsula <150ym |2 40 2 40 5 100 |3 428 7 100 7 100 |5 7143 7 100 7 100
Fibrosa  |>150ym |3 60 3 60 0 O |4 5714 0 0 0 0 |2 2857 0 O O O
. .. |ausente |5 100 4 80 5 100 |O 0 0O 0 O O0 |2 2857 0 O O O
Mineralizagédo
presente |0 0 1 20 0 O |7 100 7 100 7 100 |5 7143 7 100 7 100
Necrose ausente |5 100 5 100 5 100 (6 8571 7 100 7 100 [6 8571 7 100 7 100
presente |0 0 0 O 0O O |1 1429 0 O O O |1 1429 0 0 0 O
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1.5 - Discussao

Diversos métodos de avaliagdo da biocompatibilidade de materiais
odontolégicos vém sendo empregados em dentes de animais (11), em tecido
subcuténeo de ratos (4, 5, 7, 13, 17-21), alvéolo dentario de ratos (6, 14, 22) e
em cultura de células (23, 24).

O uso do alvéolo dentario de ratos como modelo experimental vem
sendo empregado (6, 14, 22), mostrando-se um local adequado para a
realizacdo de estudos comparativos. Neste sentido, desperta particular
interesse uma vez que a organizagcéo do coagulo e a presenca de restos do
ligamento periodontal sdo fundamentais para o processo de reparo em feridas
de extragdo dentaria (6, 14, 22). Outro ponto positivo desta metodologia € a
possibilidade de se observar neoformagdo conjuntiva ou mineralizada, em
contato direto com o material (6, 14, 22). Desta forma, a despeito de uma
cronologia de reparo alveolar e de uma resisténcia diferente por parte do
animal, este modelo experimental pode ser considerado para simular situacdes
que poderiam ocorrer em seres humanos.

O modelo experimental proposto inicialmente consiste do implante dos
materiais teste diretamente no interior do alvéolo dentario ap6s a exodontia.
No entanto, com o objetivo de diminuir possiveis variacées nos resultados, os
materiais avaliados foram contidos em tubos de polietiieno, modelo este
amplamente aceito para testes de biocompatibilidade (5-7, 13, 16-21, 25, 26).
Dados da literatura demonstram que estes tubos induzem uma resposta do
tecido conjuntivo caracterizada pela presenca de uma capsula fibrosa néo

infiltrada, de pequena espessura, apresentando fibras coldgenas e células



47

dispostas paralelamente a superficie, demonstrando a biocompatibilidade deste
material (5-7, 13, 16-21). Em alguns casos também é possivel observar o
crescimento de tecido conjuntivo para o interior do tubo (19). Ainda € valido
ressaltar que com o emprego destes tubos tornou-se possivel a padronizacao
da quantidade do material a ser avaliado, da superficie de contato deste
material com os tecidos vitais, bem como evitar a ocorréncia de um trauma
mecanico, o qual geralmente ocorre quando o material € inserido sob pressao.

Em relacédo aos resultados observados no presente estudo, foi possivel
observar que no Grupo Controle, representado pela implantagdo dos tubos
vazios, ocorreu uma resposta inflamatéria leve no periodo inicial, a qual
diminuiu nos periodos de 60 e 90 dias. Este quadro, associado a deposi¢ao de
tecido 6sseo na regido intermediaria e junto ao fundo do alvéolo,
caracterizaram um processo de reparo adequado na regido alveolar,
semelhante ao observado na literatura (5-7, 13, 17-21). Na maioria dos
espécimes foi observada auséncia de tecido 6sseo em contato com o tubo e a
ocorréncia de um crescimento de tecido conjuntivo em seu interior, ao
observado em outros estudos (5-7, 13, 17-21).

Em relagdo ao Grupo MTA Angelus® cinza, foi possivel observar uma
resposta tecidual favoravel aos 30 dias, caracterizada pela presenga de uma
inflamacéo tecidual leve, sendo este quadro inflamatério praticamente ausente
aos 60 e 90 dias. A presencga de tecido mineralizado em contato direto com o
material foi observada no periodo de 30 dias, sendo observada uma maior
organizacao deste tecido 6sseo neoformado aos 60 e 90 dias. Estes resultados
sdo semelhantes ao observados na literatura (5-7, 13, 18), onde é possivel

observar que o MTA é um material que ndo promove uma resposta inflamatéria



48

severa e favorece a formacgédo de calcificagdes distroficas, em contato direto
com o material.

Este processo de calcificagdo € estimulado, uma vez que o 6xido de
calcio presente no MTA, quando em contato com a agua, seria convertido em
hidroxido de calcio o qual, em contato com os fluidos teciduais, se dissociaria
em ions calcio e hidroxila (4). Os ions calcio, reagindo com o di6xido de
carbono dos tecidos, dariam origem as granulagdes de calcita, gerando o
acumulo de fibronectina, que por sua vez propiciaria a migracdo, adesao e
diferenciagcdo celular, com consequente formagdo de tecido duro. Essa
proteina, a fibronectina, é produzida por fibroblastos, macréfagos e células
endoteliais e pertence a um grupo de moléculas responsaveis pela migracéo,
adesao e diferenciacao de células pulpares e periodontais, as quais sintetizam
e depositam colageno tipo |, dando origem a matriz extracelular. Ela também
pode influenciar na diferenciacdo de células pulpares em odontoblastos, ou
células do periodonto, em cementoblastos, responsaveis principais pela
deposicao de minerais (4, 10, 23, 24, 27).

O MTA Fotopolimerizavel induziu rea¢des bastante semelhantes ao MTA
Angelus® cinza durante o processo de reparo. A resposta tecidual foi bastante
favoravel, sendo caracterizada por uma inflamacgao suave, pela organizagao do
tecido conjuntivo subjacente ao material e pela deposicdo de tecido

mineralizado préximo ao material experimental. Empregando-se este mesmo
material experimental em tecido subcutédneo de ratos, foi observada uma
resposta biologica semelhante aquela obtida no presente estudo,
contudo, sem estimular a formacédo de tecido mineralizado (13). Esta

diferenca nos resultados provavelmente esta relacionada ao emprego de
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modelos experimentais diferentes, com peculiaridades anatémicas,
funcionais e processos de reparo distintos.

Em oposicao ao observado no presente estudo, o que tem sido relatado
na literatura € que as resinas compostas tém se mostrado moderadamente
téxicas quando estudadas in vivo e in vitro (28-30). A molécula de Bis-GMA,
principal componente destes compostos resinosos é facilmente solubilizada
(29, 30) e pode promover uma interagdo do componente adesivo com 0s
tecidos vitais (29). Outros fatores, descritos na literatura que podem aumentar a
acao irritante das resinas compostas é a presengca de mondmeros superficiais
nao polimerizados sobre o material resinoso, causado pela inibicdo da reacao
local exercida pelo oxigénio ou pela deficiéncia na completa polimerizagado da
resina por reduzida intensidade de luz do fotopolimerizador ou curto tempo de
aplicacao de luz visivel sobre o material (28-31). Neste sentido, estabeleceu-se
no presente estudo um padrdo de insercdo e de polimerizacdo do MTA
fotopolimerizavel com o objetivo de evitar possiveis alteragbes nos resultados.
Sendo assim, o material foi implantado no tubo com incrementos de 2 mm,
sendo polimerizado pelo tempo de 60 segundos com uma intensidade minima
de luz de 400mw/cm2, para que ocorresse uma polimerizacéo uniforme (31).

Neste sentido, o que pode explicar a resposta deste MTA experimental,
no presente estudo, é o fato deste material ser constituido por uma resina
hidrofilica considerada biocompativel a qual ndo induziria um quadro
inflamatorio severo e a presenca de tecido 6sseo neoformado em contato com
o material. Ainda neste sentido, pelo fato de ser polimerizavel e tomar presa
imediatamente, este material pode ter favorecido uma melhor estabilidade do

tubo no interior do alvéolo e, consequentemente, o processo de reparo.
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Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir que o MTA
fotopolimerizavel apresentou caracteristicas favoraveis, tanto em relagdo a sua
resposta biolégica, como a sua manipulagdo mais facilitada. No entanto, apesar
dos excelentes resultados observados com este cimento experimental, torna-se
necessario a realizacdo de outros estudos, empregando metodologias
variadas, como objetivo de esclarecer ainda mais as propriedades biologicas

deste material, confirmando assim, a sua facil aplicagao clinica.
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Avaliacao do processo de reparo frente aos
cimentos MTA Angelus® cinzae MTA
fotopolimerizavel experimental em alvéolo de

ratos utilizando fluorocromos
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Resumo

COSTA, MMTM. Avaliacdo do processo de reparo frente aos cimentos
MTA Angelus® cinza e MTA fotopolimerizavel experimental em alvéolo de
ratos utilizando fluorocromos. 2008. 107f. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2008.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a resposta tecidual e o processo de
reparo frente ao uso de um MTA fotopolimerizavel experimental. Para isso, 30
tubos de polietileno contendo os materiais testados foram implantados em
alvéolos dentarios de ratos, sendo empregado no Grupo Controle os tubos
vazios. Aos 7, 14 e 21 foram realizadas, respectivamente, injecées dos
fluorocromos calceina, alizarina e oxitetraciclina em 5 animais de cada grupo,
sendo todos os animais sacrificados apds 30 dias. Este protocolo permite
observar de maneira integrada a dindmica do processo de reparo e a neo-
formagdo de tecido 6sseo. Foi realizada andlise microscopica de pecas
coradas com Hematoxilina e Eosina, analise dos fluorocromos e analise de
algumas pecas ndo desmineralizadas e coradas com Stevenel-'s Blue e
Alizarin red. A resposta tecidual frente ao MTA fotopolimerizavel foi
caracterizada por uma inflamacao leve ou ausente e pela presenca de tecido
mineralizado em contato com o material, principalmente aos 21 dias. Foi
possivel concluir que o material experimental demonstrou propriedades

biolégicas favoraveis, semelhante ao observado com o MTA cinza.

Descritores: Agregado de trioxido mineral, inflamagéo, biocompatibilidade,

fotopolimerizavel.
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Abstract

COSTA, MMTM. Evaluation of rats alveolar repair to MTA Angelus® Gray
and Experimental Light Cured MTA, using fluorochromes. Aracgatuba, 2008.
107p. Thesis (Doctor Degree in Pediatric Dentistry) — Sao Paulo State

University.

The aim of this study was to evaluate the tissue reaction to a Light Cured MTA
or MTA Angelus® gray. It was used 30 animals, which were divided in three
groups. In the Control Group, empty tubes were inserted into the rat's sockets
immediately after extraction. In the other groups, the tubes were filled with Light
Cured MTA or MTA Angelus®. Five animals of each group were injected via
intramuscular with calceina on day 7, with alizarin on day 14 and with
oxytetracycline on day 21. On day 30 these animals were sacrificed the right
hemi-maxilas were removed. Fifteen maxilas were processed in laboratory and
stained with HE. The maxilas from animals in which fluorochromes were
injected were analyzed under a light microscope. After these laminas were
stained with Stevenel-‘s Blue e Alizarin red. It was possible to conclude that
Light Cured MTA presented a similar response when compared to MTA
Angelus®, being characterized by a mild inflammatory response and
calcifications areas. In Light Cured MTA Group, the fluorescence areas were

more evident et 21 days, showing a higher bone formation at this moment.

Key-words: Mineral trioxide aggregate, inflammation, biocompatibility, light-

cured, fluorochromes.



59

Capitulo 2*

1.1 - Introducgao

Agregado de Tridoxido Mineral (MTA) € um material que vem

Osendo amplamente empregado no tratamento endodéntico com o
objetivo de proporcionar o selamento de comunica¢des patolégicas ou
iatrogénicas entre o canal radicular e a superficie externa do dente. Este
material tem demonstrado, em diferentes estudos, que induz reagdes teciduais
favoraveis caracterizadas pela auséncia de resposta inflamatéria severa e
capacidade osteoindutora (1-7). Além de possuir boas propriedades biologicas,
a composicdo quimica do MTA Ihe confere propriedades hidrofilicas que
permitem que o po, uma vez hidratado, resulte em um gel coloidal o qual sofre
ligeira expansao promovendo um bom selamento marginal (8, 9).

Devido as suas caracteristicas favoraveis, o MTA pode ser empregado
em diferentes situag¢des clinicas, como nos casos de perfuragdes radiculares
(10-15), capeamento pulpar (11, 16-18), tamp&o apical em rizogénese
incompleta (11, 19), como material retrobturador (11, 20, 21), como tampao
cervical em clareamentos dentarios internos, material restaurador temporario e
para reparar fraturas radiculares verticais (11).

No entanto, apesar de suas diversas propriedades positivas, o MTA é
um material de dificil manipulagdo, além de possuir um tempo de presa
demorado e um tempo de trabalho relativamente curto (22). Para contornar
essas dificuldades, um cimento experimental fotopolimerizadvel com

propriedades semelhantes ao MTA vem sendo desenvolvido. Este material foi

*Este texto foi formatado de acordo com as normas do periédico Journal of
Endodontics (Anexo B)
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inicialmente desenvolvido para ser empregado em casos de
capeamento pulpar, sendo composto por uma resina hidrofilica biocompativel e
por ingredientes ativos do MTA. E armazenado em tubos plasticos com pontas
descartaveis de aluminio, as quais facilitam sua insergcédo. Por ser facilmente
inserido na cavidade desejada e por apresentar uma formulagéo resinosa, que
permite sua polimerizagdo imediata, vem se mostrando como um material de
mais facil manipulagao.

Apesar deste MTA experimental apresentar algumas caracteristicas
favoraveis, torna-se ainda necessario avaliar sua resposta tecidual,
empregando para isso um modelo experimental adequado. Neste sentido,
embora muitas pesquisas utilizem como metodologia principal a analise de
cortes histolégicos obtidos em parafina e corados por hematoxilina e eosina (1-
7,12, 15-18, 21), tem-se observado a utilizagdo de novos modelos, os quais
permitem a obtenc&o de respostas cada vez mais especificas complementando
os achados histolégicos. Dentre estes novos modelos, uma ferramenta
metodolégica que vem sendo empregada atualmente €& a injecdo de
fluorocromos em diferentes periodos de tempo (23-26). Este protocolo permite
observar de maneira integrada a dinamica do processo de reparo e a neo-

formacao de tecido 6sseo (23-26), evidenciando de maneira mais precisa o

periodo em que ocorreu o processo de mineralizag&o.
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1.2 - Proposicao

O objetivo do presente estudo foi avaliar de maneira integrada a
dindmica do processo de reparo e a neo-formacdo de tecido 6sseo, em
alvéolos dentarios de ratos, frente ao emprego do MTA fotopolimerizavel em

fase experimental, comparativamente ao MTA Angelus cinza®.
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1.3 — Material e Método
Animais
Foram utilizados 30 ratos machos (Rattus, norvegicus, albinus, Wistar),
com idades aproximadas de 90 dias, pesando aproximadamente 350g.
Previamente ao inicio do experimento, o projeto de pesquisa foi submetido a

apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa Animal, sendo aprovado (CEEA —

FOA/UNESP - protocolo n° 49/05 — ANEXO A).

Materiais experimentais

Foram empregados os cimentos MTA Angelus® cinza (Angelus Solugées
em Odontologia, Londrina-Pr, Brasil) e um cimento MTA fotopolimerizavel em
fase experimental (Bisco). (ANEXO C — Figuras 1 e 2).

Segundo informacgdes dos idealizadores, este cimento experimental é
composto de AeroSil (8.0%), uma resina hidrofilica biocompativel (42.5%),
componentes ativos do MTA (44.5%), Sulfato de Bario (5%). A composi¢éo
desta resina é, basicamente, BisGMA (20%), resina biocompativel — FDA
(77,25%), um agente modificador (2,4%), um agente iniciador (0,32%) e uma

gente para estabilizar o iniciador (0.032%).

Tubos de Polietileno

Foram empregados 30 tubos de polietileno (Abbot Lab. Do Brasil Ltda,
Sao Paulo). com 1,0 mm de didmetro interno, 1,6 mm de diametro externo e
3,0 mm de comprimento, os quais foram esterilizados em éxido de etileno. Uma

extremidade de cada tubo foi selada com guta-percha aquecida (Hygenic —
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DFL, Akron, OH — USA), em uma extensdo de 1mm. Os materiais experientais
foram introduzidos na outra extremidade do tubo, preenchendo os 2mm
restantes e ficando rentes a superficie externa. Para o Grupo Controle foi
empregado o tubo vazio, contendo apenas uma das extremidades selada com

guta-percha.

Procedimento Cirargico (ANEXO D)

Apds a injecéo intramuscular de sedativo a base de xilazina (Dopaser,
Calier S.A. - Barcelona, Espanha — 10mg/Kg) e de anestésico a base de
Cloridrato de Ketamina a 5% (Vetanarcol, Kénig S. A. — Avellaneda, Argentina
— 25mg/Kg) os animais tiveram o incisivo superior direito extraido,
empregando-se uma técnica e instrumentos adaptados para este fim (27).

O MTA Angelus® cinza foi manipulado de acordo com as orientacdes
dos fabricantes e imediatamente antes do implante, evitando-se assim que
ocorresse a presa antes de sua implantagdo. O MTA experimental
fotopolimerizavel foi inserido no tubo e fotopolimerizado por 60 segundos. Para
implantacéo dos tubos no alvéolo, foi utilizada uma pinga reta, buscando inseri-
los no primeiro terco alveolar. Posteriormente, foi realizada a sutura com
pontos simples, utilizando para isso fios de seda 4.0 (Ethicon Johnson &

Johnson Ind. Com. Ltda.).

Grupos Experimentais

Quinze animais foram sacrificados ap6s 30 dias, para que se realizasse

a anadlise histolégica convencional, sendo 5 animais do Grupo Controle, 5
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animais do Grupo MTA cinza e 5 animais do Grupo MTA fotopolimerizavel
experimental. Nestes animais ndo foram realizadas as injegbes com o0s
fluorocromos.

Para a avaliacdo da dindmica 6ssea, foram utilizados outros 15 animais,
sendo 5 animais do Grupo Controle, 5 animais do Grupo MTA cinza e 5
animais do Grupo MTA fotopolimerizavel experimental. Nestes animais foram
realizadas as injecbes dos fluorocromos (20 mg/Kg de peso corporal - por via
intramuscular), sendo aos 7 dias injetada a calceina (Sigma Chemical St Louis,
MO, USA), aos 15 dias a alizarina (Sigma Chemical St Louis, MO, USA) e aos
21 dias a oxitetraciclina (Sigma Chemical St Louis, MO, USA). Todos os
marcadores foram preparados imediatamente antes de serem utilizados, ao
abrigo da luz fluorescente, sendo diluidos em solucao salina 0,9%. O sacrificio

dos animais foi realizado ap6s 30 dias por injecdo excessiva de anestésico.

Processamento laboratorial e avaliacdo histolégica

As hemimaxilas contendo os tubos com os materiais foram removidas e
colocadas em tubos individuais contendo solugdo de formalina tamponada a
10% (Reagentes Analiticos — Dindmica), durante as primeiras 48 horas e,
posteriormente, lavadas por um periodo de 5 horas para remog¢ao da solugao
fixadora. As pecas foram desmineralizadas com solugdo de EDTA a 18%,
sendo, posteriormente, lavadas em agua corrente, desidratadas em alcool,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Foram obtidos cortes
longitudinais com espessura de 6um, sendo as laminas coradas com

Hematoxilina e Eosina (28). A analise microscépica foi realizada com auxilio de
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um microscopio binocular, sendo os resultados expostos por meio de uma
analise descritiva e outra quantitativa.

A andlise quantitativa da resposta inflamatoria foi realizada graduando a
importancia dos fendbmenos microscépicos observados separadamente, sendo
atribuidos escores de 0 a 3 (7, 29, 30). O escore zero significa auséncia de
resposta inflamatoria, 1 significa uma resposta inflamatéria leve (< 25 células e
de 1 a 5 vasos sanguineos na embocadura), 2 significa uma resposta
moderada (25 até 125 células e de 6 a 10 vasos sanguineos na embocadura) e
3 significa uma resposta severa (> 125 células e desorganizagédo do tecido e
mais que 10 vasos sanguineos na embocadura). A capsula fibrosa foi
considerada fina quando < 150um e espessa quando > 150um. A presenca de
necrose bem como a formagao de mineralizagdo em contato com os materiais
testados foi registrada como presente ou ausente. Os dados foram tabulados e
submetidos a analise estatistica, através do Teste de Kruskal Wallis (Graph

Prism 3.0), sendo considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Processamento laboratorial e avaliagao dos fluorocromos

As hemimaxilas obtidas foram fixadas em solugcédo de formalina
tamponada a 10% (Reagentes Analiticos — Dinadmica). Ap6és a fixagao,
passaram pela etapa de desidratagcdo a partir da sequéncia crescente de
alcoois (70, 80, 90 e 100 %), com troca de solugéo a cada 3 dias. Ao término
da desidratacdo, as pecas foram imersas em acetona (Synth) por 24 horas e,
na sequéncia, iniciaram-se os banhos em monémero metil metacrilato (JET —
Artigos Odontolégicos Classicos Ltda, Industria Brasileira), sendo que o

primeiro e o segundo banhos tiveram a duracdo de 24 horas cada. Para a



66

realizagédo do terceiro banho, foi acrescentado ao monémero um catalisador, o
peroxido de benzoila (Riedel — De Haén AG, Seelze — Hannover) na
concentragéo de 1%.

Em seguida, as pecgas foram colocadas individualmente em tubos de
ensaio com tampa e permaneceram imersas neste terceiro banho até que o
mondmero polimerizasse (aproximadamente 72 horas, temperatura ambiente).
Apds a polimerizagcao, os blocos com as pecas foram desgastados em esmeril
e, posteriormente, chegaram a espessura de 100 ym, através de desgaste
manual em lixas d’agua (3M). Os cortes obtidos foram colocados em laminas
de vidro, sendo as laminulas montadas utilizando 6leo mineral Nujol (Schering-
Plough) como meio de montagem. Apoés a fixagdo das laminulas, as bordas
foram isoladas com esmalte cosmético para evitar o ressecamento dos cortes.

Para analise das laminas, foi empregado um microscopio com filtros
fotomultiplicadores especificos, correspondentes ao comprimento de onda
excitado por cada fluorocromo, sendo um filtro no valor de 534 nm para
calceina, 357 nm para alizarina e luz ultravioleta (368 nm) para a oxitetraciclina.
Para aquisicdo das imagens utilizou-se um microscopio de fluorescéncia
(Microscopio Leica Ansloptan, Leica Microsystems, Switzerland) acoplado a
uma camera de captacao de imagem (Leica DFC 300 FX, Leica Microsystems,
Switzerland) e conectado a um microcomputador com software analisador de
imagens digitalizadas (Leica Camera Software Box, Leica Imaging IMSO Demo
Software, Leica Microsystems, Switzerland).

Para ilustracdo da dinamica da reacéo tecidual e da deposi¢céo de tecido
mineralizado, foi realizada a sobreposi¢do das imagens obtidas a partir de cada

fluorocromo com auxilio do aplicativo Adobe Photoshop 7.0.1 (Adobe Systems
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Incorporated) — (ANEXO H). Para analise dos resultados, foram sobrepostas ao
campo 6 grades de Merz, contendo 100 pontos equidistantes cada, em um total
de 600 pontos (31) (ANEXO I). Os pontos sobrepostos as fluorescéncias foram
contados, sendo os valores expressos em densidade volumétrica (numero de
pontos contados sobre as estruturas pesquisadas em relacdo ao numero de
pontos totais das grades sobrepostas a imagem).

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por teste
paramétrico ANOVA e Newmam-Keuls test, considerando significativa a
diferenca entre os grupos quando p<0,05. Os resultados foram apresentados
em graficos de barras representando a média + EPM dos valores obtidos, com

o auxilio do programa Graph Pad Prism 3.0.

Anadlise histolégica do material ndo desmineralizado.

Apoés anadlise inicial das pegas marcadas com os fluorocromos, as
laminas foram desmontadas para realizagdo da analise histologica deste
material ndo descalcificado. Para isto, as pecgas foram fixadas em novas
laminas com auxilio de resina epoxi (Araldite — Brascola, Brasil) e coradas com
corante de Stevenel-‘s Blue e Alizarin red (ANEXO G), para avaliagdo de tecido
mole e mineralizado, respectivamente.

As laminas foram inicialmente coradas com Stevenel’s Blue em estufa a
60° C, por 15 minutos, lavadas com agua destilada também a 60° C e secas.
Em seguida, algumas gotas de Alizarin red foram colocadas sobre as laminas a
temperatura ambiente, por 5 minutos, sendo posteriormente lavadas com agua
destilada até a remocao do excesso de corante. Este ultimo procedimento para

coloracédo com Alizarin red foi novamente repetido, sendo que as laminas
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permaneceram, posteriormente, por 10 minutos sobre a bancada. A sequéncia
foi novamente repetida, sendo finalmente realizada lavagem em agua corrente
para remog¢ao do excesso de corante.

Depois de coradas e secas, as laminas foram montadas colando-se uma
laminula sobre a peca, utilizando-se como meio de montagem o Entelan. A
analise das estruturas coradas permitiu observar o processo de reparo e a
deposi¢do de tecido mineralizado aos 30 dias, uma vez que esta amostra
histologica é representativa do periodo em que se realizou o sacrificio dos
animais. A analise microscopica foi realizada com auxilio de um microscépio

binocular, sendo as ocorréncias expostas de maneira descritiva.
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1.4 - Resultados

A metodologia utilizada permitiu observar a dindmica da reacao tecidual
frente aos materiais testados, durante o periodo de 30 dias, bem como a

deposicao de tecido mineralizado, observada aos 7, 14 e 21 dias.

Analise Qualitativa

Analise Histolégica

No grupo controle foi possivel verificar junto a embocadura do tubo um
tecido conjuntivo com discreto infiltrado inflamatério e presenca de fibroblastos
jovens, além de alguns macrofagos e linfocitos. Verificou-se ainda, a
organizagdo do fibrosamento de caracteristicas capsulares em todos os
espécimes. Nao foram notadas areas de deposicédo de tecido mineralizado
adjacentes a embocadura do tubo (Figura 1E).

No grupo MTA Angelus® cinza foi possivel observar leve resposta
inflamatéria crénica, distinguida pela presenca de um infiltrado inflamatorio
mononucleado e fibroblastos intercalados a matriz extracelular. Constatou-se
também a organizacéo do fibrosamento de caracteristicas capsulares em todos
os espécimes. Na totalidade dos espécimes, observou-se a presenca de um
tecido mineralizado neoformado em contato com o material (Figura 2E).

No grupo MTA fotopolimerizavel verificou-se, subjacente ao material, um
processo de reorganizacgao tecidual, caracterizado pela presenca de um tecido
conjuntivo bem estruturado, demonstrando sua celularidade e matriz

extracelular bem distribuidos (Figura 1E). A maioria dos espécimes apresentou
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uma resposta inflamatéria leve ou uma auséncia de infiltrado inflamatério. Foi
possivel verificar a organizagao do fibrosamento de caracteristicas capsulares
em todos os espécimes. Somente dois espécimes ndo apresentaram a

presenca de tecido mineralizado neoformado em contato com o material.

Analise dos Fluorocromos e do material nao descalcificado

Grupo Controle

No Grupo controle, analisando-se as coloragdes exibidas por cada
fluorocromo, ndo se detectou a presencga de tecido mineralizado neoformado
em todos os periodos avaliados (Figura 1/A,B,C,D), ficando caracterizadas
apenas as estruturas referentes ao tubo vazio e aos tecidos constituintes do
alvéolo dentario.

A coloragéo especifica, realizada para deteccao de material n&o
desmineralizado, confirmou a auséncia do mesmo (em vermelho) na area

frontal a luz do tubo (Figura 1F).

Grupo MTA Angelus® cinza

O tecido mineralizado presente aos 7 dias, representado pela calceina
(verde), é observado em uma regido mais proxima da embocadura do tubo,
sendo caracterizada pela presenca de uma marcagao pouco densa (Figura 2A).
Ja aos 14 dias, o tecido mineralizado formado é representado pela alizarina
(vermelho) e aparece com marcagéo mais acentuada do que aos 7 dias (Figura
2B). Neste periodo a presenca do marcador € observada ndo somente junto a

embocadura do tubo, como também se dirigindo para a por¢gdo mais
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intermediaria do alvéolo. Aos 21 dias, o tecido mineralizado neoformado é
representado pela oxitetraciclina (azul) demonstrando a marcagao
predominante deste fluorocromo préximo a embocadura do tubo, bem como em
areas mais afastadas, no sentido do fundo do alvéolo (Figura 2C). Esta
marcacao se apresentou ainda mais densa do que aquelas observadas aos 7 e
14 dias.

A sobreposicado das imagens (Figura 2 D) permitiu observar o tecido
0sseo neoformado em cada periodo de avaliagcdo, demonstrando a
predominancia da oxitetraciclina, sugerindo a ocorréncia de uma maior
deposicao de tecido mineralizado aos 21 dias.

A coloragcdo especifica, realizada para deteccdo de material nao
desmineralizado, confirmou a presenca do mesmo (em vermelho) na area

frontal a luz do tubo (Figura 2F).

Grupo MTA Fotopolimerizavel

Os resultados observados com o emprego deste material foram
préximos aqueles observados com o MTA Angelus® cinza, contudo, a presenca
dos marcadores foi ligeiramente menos intensa. Aos sete dias, foi possivel
observar que a deposicéo de tecido 6sseo representada pela calceina (verde)
ocorreu apenas em alguns pontos proximos a embocadura do tubo (Figura 3A).
Aos 14 dias, o tecido mineralizado formado representado pela alizarina
(vermelho) se mostrou em uma area mais extensa do que o observado aos 7
dias (Figura 3B). Aos 21 dias, o tecido mineralizado formado é representado
pela oxitetraciclina (azul), estando localizado tanto préximo a embocadura do

tubo como se dirigindo para a por¢ao intermediaria do alvéolo (Figura 3C). Esta
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marcacgéo se apresentou mais densa do que aquelas observadas aos 7 e 14
dias.

A sobreposicdo das imagens permitiu observar o tecido &sseo
neoformado em cada periodo de avaliagdo, demonstrando a predominancia da
coloracéo pela alizarina (14 dias) e pela oxitetraciclina (21 dias), evidenciando
uma maior deposi¢ao de tecido mineralizado nestes periodos (Figura 3D).

A coloracdo especifica, realizada para deteccdo de material néo
desmineralizado, confirmou a presenca do mesmo (em vermelho) na éarea

frontal a luz do tubo (Figura 3F).
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Figura 1 — Grupo Controle: (A) Calceina, 7 dias, 10x; (B) Alizarina, 14 dias,
10x; (C) Oxitetraciclina, 21 dias, 10x (D); Sobreposicao de AB e C, 10x (E)

H.E., 10x; (F) Coloragéo de Stevenel’s Blue e Alizarin Red, 10x.
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Figura 2 — Grupo MTA Angelus® Cinza: (A) Calceina, 7 dias, 10x; (B)
Alizarina, 14 dias, 10x; (C) Oxitetraciclina, 21 dias, 10x (D); Sobreposi¢ao de

AB e C, 10x (E) H.E., 10x; (F) Coloracédo de Stevenel's Blue e Alizarin Red,

10x.
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Figura 3 — Grupo MTA Fotopolimerizavel experimental: (A) Calceina, 7 dias,
10x; (B) Alizarina, 14 dias, 10x; (C) Oxitetraciclina, 21 dias, 10x (D);
Sobreposi¢cédo de AB e C, 10x (E) H.E., 10x; (F) Coloragao de Stevenel’s Blue

e Alizarin Red, 10x.



76

Analise Quantitativa

Na analise histolégica dos grupos que nao receberam a injecéo
dos fluorocromos, foi possivel observar que o MTA fotopolimerizavel
apresentou uma resposta tecidual semelhante aquela observada para o MTA
Angelus® cinza, ndo sendo observada nenhuma diferenca estatistica (p=
0,3679) entre os grupos (tabela 1). Quanto as caracteristicas da capsula
fibrosa, presenca de mineralizacdo ou de necrose, os resultados observados
no presente estudo estdo expressos na tabela 2.

De maneira semelhante, a marcac¢ao dos fluorocromos permitiu observar
que, nos grupos experimentais, ocorreu um aumento gradual na deposigcédo de
tecido mineralizado ao longo dos periodos de avaliacédo (7, 14 e 21 dias),
sendo esta deposigao significativa para a alizarina e a oxitetraciclina, quando
comparadas com as respectivas marcagdes no grupo controle. No Grupo do
MTA Angelus® cinza foi encontrada, para todos os marcadores, uma deposig¢ao
de tecido mineralizado sem diferengcas estatisticas quando comparadas a
sobreposicao final, demonstrando uma expressiva neoformagdo 6ssea em
todos os periodos avaliados. No grupo do MTA fotopolimerizavel foi observada
diferenca estatistica entre a marcagdo com a calceina e a alizarina com a
sobreposi¢gdo deste mesmo grupo, demonstrando que nestes periodos a
neoformacéo éssea foi menor quando comparada com a deposicao marcada
pela oxitetraciclina. Este fato ndo foi observado com a oxitetraciclina, uma vez
que a deposicao de tecido 6sseo aos 21 dias foi expressiva. Estes dados estéo

demonstrados na figura 4.
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Tabela 1 — Escores relativos a resposta inflamatéria para cada grupo
experimental.
Controle MTA Angelus MTA fotopolimerizavel
0 2/5 0/5 1/5
o 1 3/5 4/5 3/5
S | 2 0/5 1/5 1/5
W 3 0/5 0/5 0/5

Tabela 2 — Caracterfsticas da capsula fibrosa e ocorréncia de mineralizagao ou
de necrose para cada grupo e periodo experimental.

R dual Controle MTA Angelus® MTA
esposta tecidua (tubo vazio) cinza Fotopolimerizavel
f % f % f %
Capsula <150um 2 40,0 3 60,0 4 80,0
Fibrosa >150 ym 3 60,0 2 40,0 1 20,0
Mineralizacio ausente 5 100,0 0 0,0 0 0,0
¢ presente 0 0,0 5 100,0 5 100,0
Necrose ausente 5 100,0 5 100,0 5 100,0
presente 0 0,0 0 0,0 0 0,0
1504 [ Calceina
) L #
© ™ Alizarina
(0]
S mmm Oxitetraciclina 4
o - #
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c 100
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Figura 4 — Avaliagcao dos fluorocromos nos diferentes grupos experimentais,
utilizando a pontuacdo da Grade de Merz. (*) estatisticamente significativo
(p<0,05), quando comparado o fluorocromo com a sobreposigcdo, especifico
para cada grupo. (#) estatisticamente significativo (p<0,05), quando comparado
o fluorocromo de cada grupo com marcador equivalente no grupo controle.
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1.5 — Discussao

O emprego do alvéolo de ratos como ferramenta metodologica vem
sendo empregado, uma vez que apresenta caracteristicas préprias, como a
possibilidade de se observar neoformacgédo conjuntiva ou mineralizada, em
contato direto com o material (5, 27). Sendo assim, apesar de algumas
pequenas variagbes na cronologia do reparo alveolar e na resisténcia do
animal, este modelo experimental é bastante utilizado para simular situa¢des
que ocorreriam em seres humanos (5, 27).

Dentro desta metodologia, a utilizagdo de tubos de polietileno serviu
para facilitar a padronizagcdo da quantidade de material a ser inserido no
alvéolo, bem como da area de contato deste material com os tecidos vitais. O
implante destes tubos permitiu diminuir possiveis traumas mecanicos que
frequentemente ocorrem quando o material testado é inserido diretamente,
promovendo pressao sobre a parede alveolar. Estes tubos sdo amplamente
aceitos para testes de biocompatibilidade, promovendo uma resposta do tecido
conjuntivo caracterizada pela presenca de uma capsula fibrosa nao infiltrada,
de pequena espessura, apresentando fibras colagenas e células dispostas
paralelamente a superficie, demonstrando a biocompatibilidade deste material
(4,7, 29, 30, 32).

Para complementacgéo da analise histoldgica, foi empregada no presente
estudo a injecao de fluorocromos, os quais possibilitam observar a biodinamica
da reacédo tecidual, bem como a visualizagdo conjunta ou individualizada do
tecido mineralizado formado em cada periodo analisado. Neste sentido, todos
os fluorocromos empregados no presente estudo podem ser comparados

porque se ligam aos ions calcio através de um processo de quelagédo (33),
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fornecendo informagdes sequenciais quando aplicados intercaladamente. O
emprego dos fluorocromos apresenta ainda caracteristicas favoraveis, como a
possivel diminuicdo da amostra e a eliminagdo de variagbes, uma vez que as
injecdes dos marcadores sao todas realizadas no mesmo animal.

Em relac&o aos resultados observados no presente estudo e semelhante
ao observado na literatura (5, 7, 32), foi possivel observar, no Grupo Controle,
resposta inflamatéria leve, caracterizada pela presenca de fibroblastos jovens,
alguns macrofagos e linfécitos. Em alguns casos ocorreu um crescimento de
tecido conjuntivo para o seu interior, semelhante ao relatado na literatura (5, 7,
32). A analise histologica das ldminas coradas com HE, bem como a coloragéo
com Stevenel-‘s Blue e Alizarin red permitiram observar auséncia de tecido
mineralizado na embocadura do tubo demonstrando que n&o ocorreu uma
indugdo de neoformagdo Ossea. A avaliagdo dos fluorocromos demonstrou
resultados semelhantes, uma vez que nao foram encontradas areas de
fluorescéncia préximas a luz do tubo, em todos os periodos avaliados.

O grupo do MTA Angelus® cinza demonstrou leve resposta inflamatoria
cronica, organizacdo do fibrosamento de caracteristicas capsulares e a
presenca de um tecido mineralizado neoformado em contato com o material,
sendo estes achados histolégicos observados tanto com a coloragdo H.E.
como com a de Stevenel-‘s Blue e Alizarin red. Esta resposta tecidual esta de
acordo com os dados relatados na literatura (5, 7). Com os fluorocromos, aos 7
dias, foram observadas pequenas areas de fluorescéncia as quais se
mostraram mais densas e acentuadas aos 14 e 21 dias, demonstrando que
embora ndo tenham ocorrido diferencas estatisticamente significativas entre os

periodos avaliados, este processo de mineralizacdo ocorreu de maneira
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crescente, sendo que os periodos de maior deposi¢cao 6ssea ocorreram na 22 e
3% semanas. Estes dados completam os achados histologicos e os dados
observados na literatura demonstrando a capacidade do MTA em favorecer a
neoformacéao éssea (1-7, 10, 12, 13, 15, 21) uma vez que induz a diferenciacao
de células pulpares ou periodontais em odontoblastos, cementoblastos ou
osteoblastos, principais responsaveis pela deposicdo de minerais no alvéolo
(34-36).

O grupo do MTA fotopolimerizavel experimental demonstrou resultados
semelhantes aos observados para o MTA Angelus® cinza, promovendo uma
resposta inflamatoéria leve e deposicéo de tecido mineralizado junto ao material,
tanto com a coloragédo H.E. como com a de Stevenel-'s Blue e Alizarin red,
demonstrando um processo adequado na reparagdao do alvéolo. Estes
resultados podem ser explicados, especulativamente, devido ao fato deste
material apresentar em sua constituicdo ingredientes ativos do MTA (44,5%),
os quais atuariam de forma semelhante ao observado no grupo do MTA
Angelus® cinza, induzindo a deposicdo de tecido proximo ao material.
Empregando-se este mesmo material experimental em tecido
subcutaneo de ratos, foi observada uma resposta biolégica semelhante
aquela obtida no presente estudo, contudo, sem estimular a formacéo de
tecido mineralizado (7). Esta diferenca nos resultados pode estar
relacionada ao emprego de modelos experimentais diferentes, com
peculiaridades anatdmicas, funcionais e processos de reparo distintos. A
marcagao com os fluorocromos demonstrou uma dindmica de neoformacgao
O0ssea com padrdo crescente, ocorrendo uma deposicdo mais intensa aos 21

dias. Este dado sugere que este cimento poderia favorecer a mineralizagao de
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maneira mais lenta devido a sua composi¢ao resinosa e ao possivel fato de
liberar seus componentes ativos em periodos mais tardios.

Em oposicao aos resultados observados no presente estudo, a literatura
relata que alguns materiais resinosos tém se mostrado moderadamente toxicos
quando estudados in vivo e in vitro (37, 38). Neste sentido, uma resposta
tecidual favoravel frente ao MTA fotopolimerizavel pode estar relacionada com
o fato de este material ser constituido por uma resina hidrofilica biocompativel
(42,5%), bem como pela presenca de ingredientes ativos do MTA. Ainda é
valido ressaltar que devido ao fato de ser polimerizavel e tomar presa
imediatamente, este material pode ter favorecido uma melhor estabilidade do
tubo no interior do alvéolo e consequentemente o processo de reparo.

A presenca de monbmeros superficiais ndo polimerizados podem
também estar relacionados com a acéo irritante dos materiais resinosos, devido
a inibicdo da reacédo local exercida pelo oxigénio ou pela deficiéncia na
polimerizagdo da resina ocasionada por uma reduzida intensidade de luz do
fotopolimerizador ou curto tempo de aplicagéo de luz visivel sobre o material
(39). Neste sentido, estabeleceu-se no presente estudo um padréo de insergéo
e de polimerizagdo do MTA fotopolimerizavel com o objetivo de evitar possiveis
alteragbes nos resultados. Sendo assim, o material foi implantado no tubo com
2 mm, sendo polimerizado pelo tempo de 60 segundos com uma intensidade
minima de luz de 400mw/cm2, para que ocorresse uma polimerizagcao
uniforme, segundo dados relatados na literatura (39).

Com os resultados observados no presente estudo, foi possivel concluir
que além de sua resposta biologica favoravel, caracterizada pela auséncia de

uma inflamacado severa e pela deposicao de tecido mineralizado, o MTA
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fotopolimerizavel experimental apresentou caracteristicas muito favoraveis de
manipulagéo. No entanto, apesar dos resultados favoraveis obtidos com este
material experimental, ainda se torna necessaria a realizacdo de outros
estudos, empregando outros modelos experimentais, para que se possa

esclarecer suas propriedades e caracteristicas.
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Anexo B — Normas do Periodico Journal of
Endodontics

Writing an effective article is a challenging assighment. 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.g., spelling and grammar
programs) and colleagues who have expertise in English grammar.
References listed at the end of this section provide a more extensive review
of rules of English grammar and guidelines for writing a scientific article.
Always remember that clarity is the most important feature of scientific
writing. Scientific articles must be clear and precise in their content and
concise in their delivery since their purpose is to inform the reader. The
Editor reserves the right to edit all manuscripts or to reject those
manuscripts that lack clarity or precision, or have unacceptable grammar.
The following list represents common errors in manuscripts submitted to the

JOE:

a. The paragraph is the ideal unit of organization. Paragraphs typically start with an
introductory sentence that is followed by sentences that describe additional detail or
examples. The last sentence of the paragraph provides conclusions and forms a
transition to the next paragraph.Common problems include one-sentence
paragraphs, sentences that do not developthe theme of the paragraph (see also

TP

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
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written in a direct and active voice are generally more powerful and shorter than
sentences written in the passive voice.

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

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

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

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

General Points on the Organization of Original Research Manuscripts

a. Title Page: The title should describe the major conclusion of the paper. It
should be as short as possible without loss of clarity. Remember that the title is your
advertising billboard—it represents your major opportunity to solicit readers to spend
the time to read your paper. It is best not to use abbreviations in the title since this
may lead to imprecise coding by electronic citation programs such as PubMed (e.g.,
use “sodium hypochlorite” rather than 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
wWww.icmje.org).

b. Abstract: The abstract should concisely describe the purpose of the
study, the hypothesis, methods, major findings and conclusions. The
abstract should describe the new contributions made by this study.
The word limitations (150 words) and the wide distribution of the
abstract (e.g., PubMed) make this section challenging to write clearly.
This section often is written last by many authors since they can draw
on the rest of the manuscript. Write the abstract in past tense since
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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 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 (L.e.,
neither methods nor conclusions should be in this section). Include
only those data that are critical for the study. Do not include all
available data without justification, any repetitive findings will be
rejected from publication. All Figs./Charts/Tables should be
described in their order of numbering with a brief description of the
major findings.

Figures: There are two general types of figures. The first type of figure includes
photographs, radiographs or micrographs. Include only essential figures, and even if
essential, the use of composite figures containing several panels of photographs is
encouraged. For example, most photo-, radio- or micrographs take up one column-
width, or about 185 mm wide X 185 mm tall. If instead, you construct a two
columns-width figure (i.e., about 175 mm wide X 125 mm high when published in
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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, 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:

7 %  Inhibition  of
NaoCl [/ Groupc th

0001 5 0

0.003 |5 0

0.01 5 0

0.03 5 0

0.1 5 100

0.3 5 100

1 5 100

3 5 100

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

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

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

4. Page Limitations for Manuscripts in the Category of Basic
Science/Endodontic Techniques

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

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

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

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

5. Available Resources:

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

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

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

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

c. Alley M. The Craft of Editing. Springer, 2000 SBN 0-387-98964-1.
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Anexo D - Ilustragoes: procedimentos cirirgicos



Anexo FE — Processamento laboratorial para

andlise histologica
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Anexo F — Processamento laboratorial para
analise dos Fluorocromos
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Anexo G — Coloragao de Stevenel-‘s Blue e
Alizarin Red

Stevenel’s Blue

Solugao A
Agua destilada ........coooerrvveerennrrinnnns 75 ml
Azul de metileno........ceevvurernnnnnne. lg
Solugiao B
Permanganato de potassio.............. 1,5¢
Agua destilada ..o, 75 ml

Obs: preparar as duas solugdes separadas e a frio.

Misturar as duas solugoes em banho Maria em ebuligdo até que todo o
precipitado tenha se dissolvido. Esse passo ¢ critico, pois se ndo houver uma
total dissolucdo, pode ocorrer a precipitacao durante a coloragao.

Depois de estar totalmente dissolvido, deixar esfriar em temperatura

ambiente e filtrar de 2 a 3 vezes.

Alizarin Red
Alizarina vermelha S...................... 2¢g
Agua destilada ........oovvvveeerrrrernnn 100 ml

Diluir o corante em agua destilada aquecida (aproximadamente 45° C)
mexendo completamente.

Esfriar em temperatura ambiente, filtrar de 2 a 3 vezes e ajustar o pH
entre 4,1 2 4,3 com NaOH.

A solugao deve apresentar cor de iodo intenso.
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Anexo H

Ilustracdes da seqii€ncia utilizada para a sobreposicdo das

imagens obtidas - Capitulo 2.

Para ilustracdo da dindmica da reacao tecidual e da deposigao de tecido
mineralizado, foi realizada a sobreposi¢do das imagens obtidas a partir de cada
fluorocromo utilizado. Para a sobreposicdo das imagnes foi utilizado o
aplicativo Adobe Photoshop 7.0.1 (Adobe Systems Incorporated). Os passos
foram os seguintes: (1) ferramenta “arquivo” e abertura das 3 imagens originais
(Figura 20); (2) ferramenta “mover” para selecionar e arrastar a imagem da
alizarina para o arquivo da calceina (Figura 21); (3) selecionar opgéao “camada”,
‘estilo de camada”, “op¢des de mesclagem”, “modo de mesclagem: clarear”
(Figura 22); (4) ferramenta “mover” para selecionar e arrastar a imagem da
oxitetraciclina para o arquivo com as imagens da calceina e alizarina

sobrepostas; (5) selecionar opg¢ado “‘camada”, “estilo de camada”, “op¢des de

mesclagem”, “modo de mesclagem: clarear” (Figura 23).
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Figura 20 - Ferramenta “arquivo” e abertura das 3 imagens originais.

Figura 21 - Ferramenta “mover” para selecionar e arrastar a imagem da

alizarina para o arquivo da calceina.
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Figura 22 - Ferramenta selecionar opg¢ao “camada”, “estilo de camada”,

‘opcdes de mesclagem”, “modo de mesclagem: clarear”.

Figura 23 - Ferramenta “mover’ para selecionar e arrastar a imagem da
oxitetraciclina para o arquivo com as imagens da calceina e
alizarina  sobrepostas.  Selecionar opcdo  “camada’, ‘“estilo de

camada”, “op¢des de mesclagem”, “modo de mesclagem: clarear”, para obter a

imagem final com as 3 imagens sobrepostas.
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Anexo I — Grade de Merz

Para realizacdo do presente estudo, foram sobrepostos 6 grades de
Merz em cada imagem, perfazendo um total de 600 pontos. Os pontos
sobrepostos as fluorescéncias foram contados, sendo os valores expressos em
densidade volumétrica (Vvi). A densidade volumétrica (Vvi) expressa em
porcentagem, representa o numero de pontos contados sobre as estruturas
pesquisadas (pi) em relacdo ao numero de pontos totais (p) contados sobre o
terco médio do alvéolo. Os valores de densidade volumétrica foram obtidos
pela aplicagao da seguinte férmula:

Vi = 2 pontos sobre a estrutura no alvéolo (pi) x 100

2. pontos contados no alvéolo (p)

JAVAVAVAVAL
JAVAVAVAVAN
JAVAVAVAVAN

IAVAVAVAVA

Figura 24 — llustragdo da grade de Merz.
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