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RESUMO

O objetivo do estudo foi analisar a influéncia da agitagdo ultrassonica, na
biocompatibilidade e biomineralizacdo dos cimentos MTA Fillapex e Sealapex. Para o
teste in vivo, 40 ratos Wistar machos receberam implantes subcutaneo contendo os
cimentos MTA Fillapex e Sealapex, com e sem agitacdo, e um tubo vazio para controle
(n=8). Ap0s os periodos de 7, 15, 30 e 60 dias, os animais foram eutanasiados e 0s
tubos removidos com os tecidos circundantes. Apds processamento histolégico, os
dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e Dunn, com nivel de significancia
de 5%. Nenhuma diferenca na biocompatibilidade foi observada entre os cimentos e
agitacdo ultrassbnica (P > 0.05). Ambos o0s cimentos apresentaram reacao
inflamatoria moderada apos 15 dias, reduzindo para leve a partir de 30 dias. Estruturas
birrefringentes foram positivas para os grupos Sealapex a partir de 7 dias, e 15 dias

para o MTA Fillapex.

Palavras-chave: Ultrassom. Biocompatibilidade. Inflamacé&o. Biomineralizacao
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ABSTRACT

The purpose of this study is to compare the influence of ultrasonic agitation on
biocompatibility and biomineralization of MTA Fillapex and Sealapex cements. For the
in vivo biocompatibility test, 40 male Wistar rats will receive subcutaneous implants of
4 polyethylene tubes containing the MTA Fillapex and Sealapex cements with and
without agitation, and 1 tube for the control group. After the days 7, 15, 30 and 60, the
animals will be euthanized and the polyethylene tubes will be removed with the
surrounding tissues. After histological processing, the inflammatory infiltrate and
fibrous capsule thickness will be histologically evaluated. The mineralization will be
analyzed under polarized light. The data will be analyzed by the Kruskal-Wallis and

Dunn test, with a significance level of 5%.

Keywords: Ultrasound. Biocompatibility. Inflammation. Biomineralization.
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1 INTRODUCAO

O tratamento endodontico tem a finalidade de possibilitar a permanéncia do
elemento dentario sem vitalidade na cavidade bucal para que este exerca suas
funcBes fisiologicas sem se tornar um agente propiciador de doencas aos tecidos

. . 12 AL ~ -
perirradiculares.” Todas as fases do tratamento endoddntico sdo interdependentes,

. . . 3
ou seja, falhar em alguma delas faz com que todo o tratamento seja comprometido.
O sucesso é obtido ao remover o maximo possivel de restos pulpares e

microrganismos do sistema de canais radiculares, evitando assim, a instalagéo de

. ~ 4
infeccgéo.

A obturagdo dos canais radiculares busca evitar o acesso de microrganismos
gue por ventura permaneceram no interior sistema de canais aos tecidos periapicais,

bem como a penetracdo de exsudato para o interior do canal, por meio de uma
~ 5 . .
vedacao completa.” Para isso, 0 material obturador deve permanecer em contato com

. A s 6
todas as paredes circundantes do canal, com auséncia de gaps.

Classificado como um material obturador plastico, os cimentos endodénticos
preenchem os espacos vazios que o material sélido (guta-percha) ndo ocupou entre

a obturacéo e as paredes dentinarias, uma vez que 0s cimentos S80 necessarios para

proporcionar aderéncia.” Um cimento endoddntico ideal deve apresentar baixa
viscosidade, bom escoamento, biocompatibilidade, baixa solubilidade, pH alcalino,

estabilidade dimensional, tempo de trabalho adequado, radiopacidade, atividade

. . ~ ;. 8
bacteriostatica e ndo manchar as estruturas dentarias.

A biocompatibilidade e a capacidade de biomineralizacdo sdo as propriedades

mais importantes que os cimentos endodénticos devem apresentar, uma vez que

o . . . .9 .
estardo em contato com os tecidos periapicais.” Uma forma de analisar a resposta
biologica dos tecidos frente aos cimentos endoddnticos € com a implantacdo desses
materiais no subcutaneo de ratos, sendo considerado um procedimento padronizado

para avaliar a resposta inflamatéria através da coloracdo com Hematoxilina e Eosina

(HE), dentro de periodos de tempo do padréao recomendado.” Além disso, um cimento

obturador também pode induzir a formacdo de tecido mineralizado, sendo uma
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barreira fisica que separa o interior do canal dos tecidos periapicais. Essa deposi¢céo

. . . . . . 11
de estruturas birrefringentes pode ser identificada por meio de luz polarizada.

O agregado de trioxido mineral (MTA), um material hidraulico a base de silicato
de célcio derivado do cimento Portland,'? foi inicialmente introduzido na endodontia
para o selamento de perfuracBes radiculares patoldgicas ou iatrogénicas e retro-

obturacdes, por suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas favoraveis.”"* No
entanto, o MTA nado apresentava propriedades fisicas compativeis com o seu uso
como cimento obturador. Com isso, uma nova formulacao foi langada no mercado, o
MTA Fillapex (Angelus dental solutions, Londrina, PR, Brasil), um cimento obturador
a base de silicato de calcio desenvolvido para utilizar os bons recursos do MTA. Este

cimento apresenta niveis relativamente altos de biocompatibilidade, atividade

L. . . ~ 15
antimicrobiana e capacidade de vedacéao.

O Sealapex (SybronEndo, Glendora, CA, EUA) foi desenvolvido em 1984, sendo
um dos primeiros cimentos endodonticos a base de hidroxido de calcio, contido na
matriz polimérica, a ser encontrado no mercado odontologico na formulagéo
pasta/pasta. Segundo o fabricante seu tempo de presa varia entre 30 a 40 minutos,

considerado um tempo prolongado, que faz este cimento apresentar alta solubilidade,

~ . ~ R 16 . :
levando a uma reacdo de endurecimento ndo homogénea.  Este cimento estimula a

deposicao de particulas calcificadas, formando uma barreira fisica na regido apical

P ~ A s 17
apos conclusao do tratamento endodéntico.

Existem inGmeras técnicas para realizacdo da obturacdo, porém uma maneira
de melhorar o vedamento e a contencdo dos microrganismos resistentes ao preparo
biomecanico no sistema de canais radiculares é por meio da ativacao ultrassdnica do

cimento.18-20

Na literatura ha poucos estudos relacionando os cimentos obturadores inseridos
nos canais radiculares com a agitacdo ultrassénica, com foco em favorecer a
penetrabilidade do cimento, capacidade seladora e qualidade da obturacdo. Estudos
mostram que a influéncia do ultrassom para insercdo do cimento obturador em canais

de raizes mesiais de molares inferiores favorece a homogeneidade do cimento

. 21 e . 22
obturador nas complexidades do canal.  Além disso, Hoen et al.  demonstrou que o

uso do ultrassom proporciona um melhor preenchimento de areas de istmos, canais
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laterais e ramificagBes quando comparado com a insercdo manual, sendo necessério

para a insercao do cimento obturador em areas de anatomia complexas.

Embora ndo haja uma vasta literatura cientifica avaliando as propriedades

guimicas dos cimentos quando agitados com ultrassom, Duarte et al.”> em um estudo
in vitro, analisou a influéncia da agitacdo ultrassonica nos niveis de pH, bem como a
liberacdo de ions célcio das pastas de hidroxido de calcio. Foi possivel observar que
a ativacdo ultrassonica favoreceu um aumento dos niveis de pH e na liberacdo de
calcio no interior das raizes. Nos grupos experimentais em que a pasta de hidroxido
de célcio foi agitada com o ultrassom, o nivel mais alto de pH ocorreu na superficie
externa, possivelmente devido a agitacdo ultrassonica ter favorecido uma maior
penetracédo das particulas de hidroxido de calcio no interior dos tubulos dentinarios,

uma vez que a dentina possui capacidade tamponante.

Levando em consideracdo o uso do ultrassom na endodontia e a necessidade
de novos trabalhos para avalicdo do comportamento dos cimentos obturadores apés
agitacado, o objetivo do trabalho foi analisar in vivo a influéncia da agitacao ultrassénica

dos cimentos MTA Fillapex e Sealapex, na biocompatibilidade e na biomineralizacéo.
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2 MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram analisados dois tipos diferentes de cimentos obturadores
endododnticos. A composi¢cdo de cada cimento, segundo o fabricante, encontra-se

representada abaixo:
e MTA Fillapex (Angelus, Santa Izabel, Londrina, PR, Brasil)

Pasta Base: resina salicilato, resina natural, tungstato de caélcio, silica nano

particulada e pigmentos.

Pasta Catalisadora: resina diluente, agregado triéxido mineral, silica nano

particulada e pigmentos.
e Sealapex (SybronEndo, Glendora, CA, USA)

Pasta Base: Oxido de calcio, trioxido de bismuto, o6xido de zinco, silica

submicrénica, estearato de zinco, didoxido de titanio e fosfato tricalcico.

Pasta Catalisadora: tolueno sulfonamida de etila, resina de poli (metileno

salicilato de metila) e salicilato de isobutil.
e Biocompatibilidade e Biomineralizacéo

Quarenta ratos machos Wistar (Rattusnorvegiccus), com 4-6 meses de idade,
pesando 250-280 g, foram utilizados no estudo. O tamanho da amostra para o
experimento foi estabelecido de acordo com estudos prévios de Bueno et al., (2017).
Os animais eram alojados em jaulas com temperatura controlada e era fornecido agua
e comida ad libitum. O cuidado animal foi realizado de acordo com o Comité de Etica
da Faculdade de Odontologia de Aracatuba, UNESP. Foram preparados duzentos

tubos de polietileno (AbbottLaboratories do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil) de acordo

com estudos anteriores de Cintra et al.”* e Gomes-Filho et al.”” Os tubos (total de 160)
serdao preenchidos com os cimentos testados referentes a cada grupo e 40 tubos
permanecerdo vazios para controle. A agitacdo dos cimentos foi realizada com
Ultrassom Piezo elétrico Ultra Sonic (Gnatus, Sédo Paulo, Brasil), operando no modo
Endo, em alta poténcia, com inserto Irrisonic (Helse DentalTechnology, Santa Rosa

de Viterbo, SP, Brasil) penetrando 7mm no interior dos tubos, durante 20 segundos.
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FIGURA 1 - Corte da sonda uretral para confec¢cdo dos tubos

Fonte: Autor, 2022

FIGURA 2 — Esquema do tubo de polietileno para implante subcutaneo

i O

10 mm 1,5 mm

Fonte: Autor, 2022

O procedimento cirdrgico foi realizado apds estudos prévios de Bueno et al.?® Os
animais serdo anestesiados com xilazina (10 mg/kg Rhobifarma Industria
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Farmacéutica Ltda, Hortolandia, Brasil) e quetamina (25 mg/kg Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, S&o Paulo, Brasil), com inje¢&o intramuscular. Tricotomia
manual serd realizada no dorso dos animais e anti-sepsia obtida com solucéo de iodo
5%, seguido de uma incisdo de 2 cm com lamina de bisturi 15C Bard-Parker (BD,
Franklin Lakes, NJ) atingindo o tecido subcutdneo e sera realizada a divulsdo, com
extensdo de aproximadamente 3cm, em ambos os lados da incisdo, com auxilio de
uma tesoura de ponta romba, criando dois espacos em cada lado da incisdo. Dois
tubos de polietileno contendo cada cimento sem agitacao ultrassonica, dois tubos com
0s cimentos ap0ds agitacdo ultrassdnica e um tubo vazio, serdo implantados em cada
animal em dire¢cbes opostas (cervical, superior direito, superior esquerdo, inferior
direito e inferior esquerdo) e a pele foi suturada com fio de sutura de seda 4.0

(Johnson; Johnson Produtos Prossionais Ltda, Sdo José dos Campos, Brasil).

FIGURA 3 — Implantacdo dos tubos

Fonte: Autor, 2022
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FIGURA 4 — Remocéao dos tubos

Fonte: Autor, 2022

Apos 7, 15, 30 e 60 dias, os animais foram eutanasiados por overdose
anestésica. Os tubos de polietileno, com o tecido circundante, foram removidos e
fixados em solucédo de formalina a 10%, por 48 horas e lavados em agua corrente por
12 horas. Os espécimes foram processados e incluidos em parafina e seccionados
em série, em cortes de 5 um para coloracdo com hematoxilina-eosina, e cortes de 10
pm para analise sob luz polarizada para observar a presenca de estruturas
birrefringentes. A analise histologica foi realizada por um Unico operador calibrado de
forma cega sob microscopia de luz (400x, DM 4000 B, Leica, Wetzlar, Alemanha). As
reacdes do tecido na extremidade aberta dos tubos foram classificadas em: 1, poucas
células inflamatérias ou nenhuma reacgéo; 2, menos de 25 células e reacao leve; 3,
entre 25 e 125 células inflamatodrias e reacdo moderada; e 4, 125 ou mais células
inflamatorias e reacao severa. As capsulas fibrosas foram consideradas finas quando
< 150um e espessas quando > 150 ym. A calcificagao foi registrada como presente
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ou ausente em luz polarizada. Os dados obtidos serdo analisados pelo teste de

Kruskal-Wallis e Dunn, com nivel de significancia de 5%.
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3 RESULTADOS

Grupo Controle

Um infiltrado inflamatério crénico moderado (escore médio 3) foi observado nos
dois primeiros periodos experimentais (tabela 1), nos dias 7 [fig. 5 (A, a, B, b)]. A
reacao inflamatoria, com linfocitos e macréfagos estava presente, com capsula fibrosa
espessa (A) e fina (B). Apdés 30 e 60 dias [fig. 5 (C, ¢, D, d)], a capsula fibrosa
apresentou-se delgada, com poucas células inflamatérias. A presenca de estruturas
birrefringentes sob luz polarizada foi negativa em todos os periodos de tempo,
conforme observado na tabela 1 e fig. 6 (A — D).

Grupo MTA Fillapex

Aos 7 dias, o infiltrado inflamatério apresentou-se severo (escore médio 4),
sendo considerado moderado a partir de 15 dias (escore medio 3) e reduzido a uma
inflamacéo leve de 30 a 60 dias, conforme observado na Fig. 5 (E, e— H, h) e Tabela
1. A capsula fibrosa proxima a abertura do tubo era espessa em 7 e 15 dias [Fig. 5 (E,
e, F, f)] e tornou-se fina apos 30 dias e continuou até o final dos periodos
experimentais [Fig. 5 (G, g, H, h)]. Granulacdes birrefringentes para luz polarizada
foram observadas perto da abertura do tubo nos periodos de 15 e 60 dias [Fig. 6 (F,
H) e Tabela 1].

Grupo MTA Fillapex ultrassom

Nos periodos de 7 e 15 dias, um infiltrado moderado de células inflamatérias
(escore médio 3), compreendendo linfécitos e macréfagos, estava presente na
capsula fibrosa espessa [fig. 5 (I, i); Tabela 1]. Apés 30 e 60 dias, a intensidade da
inflamacé&o foi reduzida e a capsula fibrosa tornou-se fina [Fig. 5 (I, i — L, I)]. A presenca
de granulacfes birrefringentes sob luz polarizada foi observada a partir de 15 dias
[(Fig. 6 (I — L) e Tabela 1].

Grupo Sealapex
Assim como o cimento MTA Fillapex, o sealapex apresentou aos 7 dias, infiltrado
inflamatorio severo (escore médio 4). A partir de 15 dias, tornou-se moderado e leve

a partir de 30 dias. A cépsula fibrosa tornou-se fina a partir de 30 dias [Fig. 5 (M, m —
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P, p) e Tabela 1]. A presenca de biomineraliza¢éo foi observada em todos os periodos

experimentais, exceto aos 15 dias [Fig. 6 (M - P) e Tabela 1].

Grupo Sealapex ultrassom

O infiltrado inflamatério foi severo aos 7 dias, tornando-se moderado a partir de
15 dias e leve em 30 dias. Semelhante ao grupo controle, a capsula fibrosa mostrou-
se fina a partir de 15 dias [Fig. 5 (Q, g — T, t) e Tabela 1]. A capacidade de
biomineralizacdo foi observada em todos os periodos de experimentais, em que foi
observada a presenca de estruturas birrefringentes a luz polarizada [Fig. 6 (Q - T) e
Tabela 1].

Comparacao entre grupos

Os dados foram comparados para cada periodo de tempo (Tabela 1). Nao houve
diferenca estatistica entre os cimentos analisados, com realizacédo ou nao da ativacao
ultrassonica, e o grupo controle (P > 0,05). O escore médio do infiltrado inflamatério
em 7 e 15 dias variou de moderado a severo, reduzindo para leve a partir de 30 dias.
O grupo controle e o cimento Sealapex com agitacdo ultrassdnica foram os Unicos
grupos que a capsula fibrosa se mostrou fina a partir de 15 dias [Fig. 5 (A,a-T, t) e
Tabela 1]. Em relacéo a biomineralizacdo, com excecdo do grupo controle, todos os
cimentos induziram a formacgéo de estruturas birrefringentes a luz polarizada [Fig. 6
(A—T) e Tabela 1].
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FIGURA 5 — Imagens representativas das rea¢fes do tecido subcutaneo
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Fonte: Autor, 2022



FIGURA 6 — Biomineralizacdo nos grupos experimentais sob luz polarizada
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Fonte: Autor, 2022
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TABELA 1 - Quantidade de amostras em cada grupo categorizadas de acordo com o
escore inflamatdrio, a média, espessura da capsula fibrosa e presenca de cristais
birrefringentes sob a luz polarizada nos quatro periodos experimentais

Escores Média Capsulafibrosa Luz polarizada
Grupos 1 2 3 4
7 dias
Controle 0 2 4 2 3 Espessa 0de8
MTA Fillapex 0 0 4 4 3 Espessa Ode8
MTA Fillapex ultrassom 0 1 4 3 3 Espessa 0de8
Sealapex 0 1 2 5 4 Espessa 4de8
Sealapex ultrassom 0 2 2 4 4 Espessa 1de8
15 dias
Controle 1 1 6 0 3 Fina 0des8
MTA Fillapex 0 0 6 2 3 Espessa 2de8
MTA Fillapex ultrassom 0 1 5 2 3 Espessa 1de8
Sealapex 1 3 4 0 3 Espessa O0de8
Sealapex ultrassom 0 1 6 1 3 Fina 2de8
30 dias
Controle 1 4 3 0 2 Fina Ode8
MTA Fillapex 0 5 3 0 2 Fina Ode8
MTA Fillapex ultrassom 1 2 5 0 3 Fina 1de8
Sealapex 2 4 2 0 2 Fina 2de8
Sealapex ultrassom 1 2 4 1 3 Fina 3de8
60 dias
Controle 4 3 1 0 1 Fina 0de8
MTA Fillapex 4 3 1 0 1 Fina 4de8
MTA Fillapex ultrassom 4 3 1 0 1 Fina 1de8
Sealapex 5 2 1 0 1 Fina 7de8
Sealapex ultrassom 2 4 2 0 2 Fina 7de8

Fonte: Autor, 2022
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4 DISCUSSAO

O modelo de rato para implantacéo subcutanea no estudo in vivo é amplamente
utilizado como um dos testes de pesquisa pré-clinica de biocompatibilidade e

biomineralizagdo, frente a novos protocolos e novos materiais.

Os insertos ultrassénicos podem ser utilizados em varios momentos durante o
tratamento endodontico, promovendo uma maior agitagao das substancias e pastas
utilizadas no interior dos canais radiculares, que possibilita a penetragao em areas de
complexidade anatdmica e nos tubulos dentinarios, resultando em maior capacidade

de alcance dos cimentos endoddnticos.?’

O cimento Sealapex contém hidréxido de calcio em uma matriz polimérica, sendo
considerado biocompativel. No entanto, devido a seu tempo de presa prolongado,
apresenta alta solubilidade, levando a uma reagao de presa nao homogénea, tornando
a matriz fragil. Marin-Bauza et al.?® em um estudo das propriedades fisicas de
diferentes cimentos, observou que o Sealapex nao endureceu apos 168 horas,
confirmando o tempo estendido de presa. J4 em outro estudo, Hoshino et al.?°
observou que o tempo de endurecimento inicial do Sealapex s6 ocorreu apos 19
horas, e a presa final ocorreu apds 21 horas, confirmando que o tempo de presa
prolongado leva a um aumento na solubilidade do cimento. O atraso no tempo de
presa do Sealapex foi associado ao 6xido de calcio presente em sua composi¢cao; o
oxido de calcio em contato com a agua da origem ao hidréxido de calcio, que atrasa
0 processo de presa do cimento e pode explicar a alcalinizagao do pH deste cimento.
Esse achado ilustra a necessidade dos cimentos a base de hidroxido de célcio serem
minimamente solUveis, 0 que explica a auséncia de mineralizacdo observada neste

estudo.

O cimento MTA Fillapex contém MTA em sua composic¢ao, exibindo excelente
biocompatibilidade, bioatividade, osteocondutividade, e tornando o pH alcalino. Vitti et
al.3% avaliou o tempo de presa do MTA Fillapex, mostrando tempos de presa inicial e
final de 2,27 e 4,55 horas, respectivamente. Quando suas pastas base e catalizadora
sao manipuladas, promovem duas reagdes quimicas responsaveis pela presa do
material: a hidratagao progressiva dos ions ortossilicato e a reagao entre o MTA e a
resina salicilada. O MTA reage com salicilato, criando um polimero iénico. Quando

particulas de silicato de calcio do MTA reagem com a agua, forma-se um gel de hidrato
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de silicato de calcio amorfo nano poroso nas particulas de cimento. O gel polimeriza
e endurece, formando uma rede sdlida. Esse tempo de presa pode estar relacionado
com as proporgoes pasta base/catalizadora, porque a alteragao da proporgao leva a
tempo de trabalho e de presa mais longos.3!

A reacéo dos ions célcio do Ca(OH)? e a dissociacédo i6nica do didxido de
carbono dos tecidos resulta na formacé&o de cristais de calcita que s&o birrefringentes
a luz polarizada, e induzem a formacéo de calcificacdes. Além disso, o célcio se liga
ao gas carbodnico, formando carbonato de cécio, que é utilizado pelas bactérias para
a respiracao anaerébia,®? enquanto o alto pH proporcionado pela hidroxila favorece o
processo de restauracéo do tecido e as propriedades antimicrobianas.®3 Os cimentos
endodobnticos contendo o6xido de calcio tém sido sugeridos como materiais
obturadores devido a sua capacidade de se dissociarem em ions calcio e hidroxila,
resultando em um pH mais elevado que favorece o reparo e induz a formacéao de

tecido mineralizado.3*

Ambos os cimentos ndo apresentaram alteracdo na biocompatibilidade quando
agitados, mostrando excelentes propriedades biolégicas, com reducao do infiltrado
inflamatorio para moderado em 15 dias e leve a partir de 30 dias. Granulagéao
birrefringentes estavam presentes a partir de 7 dias para o Sealapex e 15 dias para o
MTA fillapex, nos grupos com e sem agitacdo ultrassdnica. Aos 15 dias, para o
cimento Sealapex, houve auséncia de cristais birrefringentes a luz polarizada, estando

provavelmente relacionado a uma reducéo na liberacéo de calcio.
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5 CONCLUSAO

A agitacdo ultrassbénica ndo interferiu nas propriedades biolégicas dos cimentos

testados, mantendo a biocompatibilidade e indugéo de mineralizagdo.
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