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“Foi quando [Alice] se surpreendeu, ao ver o Gato Inglés sentado num galho de
arvore a pouca distancia dali. O Gato apenas sorriu quando viu Alice.

[...]

— Vocé poderia me dizer, por gentileza, como € que eu faco para sair daqui?

— Isso depende muito de para onde vocé pretende ir — disse o Gato.

— Para mim tanto faz para onde quer que seja... — respondeu Alice.

— Entdo, pouco importa o caminho que vocé tome — disse o Gato.

— ... contanto que eu chegue em algum lugar... — acrescentou Alice, explicando-se
melhor.

— Ah, entdo certamente vocé chegard la se continuar andando bastante... —

respondeu o Gato.”

Alice no Pais das Maravilhas (Lewis Carroll) P74



Fonseca TS. Reacdo do periodonto e parametros bioquimicos sistémicos em
resposta ao selamento de perfuracdes de furca de molares de ratos com Biodentine
e MTA [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2018.

RESUMO

Biodentine € um cimento reparador a base de silicato tricalcico com indicacdes
semelhantes ao MTA. O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta do periodonto
ao selamento de perfuracdes de furca em molares de ratos com Biodentine ou MTA
e as possiveis alteracdes séricas em marcadores de atividade hepatica e renal. As
perfuracdes realizadas nos primeiros molares da maxila direita de 60 ratos foram
preenchidas com Biodentine, MTA ou algodao (Sham). As maxilas contralaterais do
grupo Sham foram utilizadas como grupo Controle. Apés 7, 15, 30 e 60 dias, o
sangue foi coletado e as maxilas foram fixadas e incluidas em parafina (n=5). A
partir do soro foram mensurados ou niveis de transaminase glutdmico-oxalacética
(TGO), transaminase glutamico-piravica (TGP), ureia e creatinina. O sangue de 5
animais sem qualquer procedimento foi coletado para mensurar os padrdes
sorologicos de referéncia. O espaco periodontal (EP), densidade de volume de
células inflamatorias (VvCl) e de fibroblastos (VvFb) e o numero de osteoclastos
TRAP-positivos foram obtidos. Interleucina-6 (IL-6) e osterix foram detectados por
imuno-histoquimica. O conteddo de colageno birrefringente foi quantificado a partir
de cortes corados com picrosirius. Os dados foram submetidos a ANOVA e ao teste
Tukey (p=<0,05). Diferencgas significantes nos niveis séricos de TGO (p=0,1258) e
TGP (p=0,5827) nao foram detectadas nos grupos Biodentine, MTA e Sham em
comparacao aos niveis de referéncia. Aos 7 dias, a concentracao de ureia sérica foi
significantemente maior nos grupos Biodentine e MTA em comparagao aos niveis de
referéncia (p=0,0166). Um nivel mais alto de creatinina sérica no grupo Biodentine
aos 60 dias foi detectado em comparagéo aos valores de referéncia (p=0,0222). Aos
7 dias, os altos valores de VVCI, células IL-6-positivas e niamero de osteoclastos
foram acompanhados por reduzido conteddo de colageno no EP alargado dos
grupos experimentais. Em todos os periodos, VVCI, nimero de osteoclastos e de
células IL-6-positivas e EP foram significantemente maiores em Sham que nos
grupos Biodentine e MTA (p<0,0001). Do 7° ao 60° dia, significante reducao de VVvClI,
expressdo de IL-6 e osteoclastos foi acompanhada por significante aumento de
VVFb, osteoblastos e conteldo de coladgeno nos grupos Biodentine e MTA. Aos 60
dias, diferencas significantes em VvCI, espessura do LP, imunoexpresséo de IL-6 e
namero de osteoclastos e osteoblastos ndo foram detectadas entre Biodentine e
MTA (p=0,3255). Aos 30 e 60 dias, o numero de osteoblastos osterix-positivos foi
significantemente mais alto nos grupos Biodentine e MTA que no grupo controle
(p<0,0001) enquanto diferencas significantes no numero de osteoclastos nao foram
observadas (p=0,8933). A anadlise bioquimica sugere que Biodentine e MTA nao
induzem mudancas hepaticas no decorrer do tempo. No entanto, € possivel que
mudancas renais sejam promovidas por Biodentine. Apesar da reagéo inflamatéria e
reabsorcdo 0ssea iniciais, o selamento de perfuracdes de furca com Biodentine e
MTA promovem condi¢gdes para o reparo periodontal.

Palavras-chave: Endodontia. Doenca iatrogénica. Teste de materiais. Periodonto.
Andlise quimica do sangue.



Fonseca TS. Periodontal reaction and systemic biochemical parameters in response
to sealing of furcation perforations in rat molars with Biodentine and MTA [Tese de
Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

ABSTRACT

Biodentine is a calcium silicate-based cement with similar indications of MTA. The
aim of this study was to evaluate the periodontium response in the sealing of
furcation perforations in rat molars with Biodentine and MTA, and its potential
systemic effects in serum levels of hepatic and renal functions. The pulp chamber
floor of right upper first molars of 60 rats were perforated and filled with Biodentine,
MTA or sterile cotton pellet (Sham); the left first molars were used as control. After 7,
15, 30 and 60 days, the blood was collected and serum glutamic-oxaloacetic
transaminase (GOT), glutamic-pyruvic transaminase (GPT), creatinine and urea
levels were measured. The blood of 5 rats without any treatment was collected to
measure serum reference levels. The maxillary fragments were fixed and processed
for paraffin-embedding. The periodontal space (PS), volume density of inflammatory
cells (VIC) and of fibroblasts (VvFb), and number of TRAP-positive osteoclasts were
obtained. Interleukin-6 (IL-6), a pro-inflammatory cytokine, and osterix, an osteoblast
marker, were detected by immunohistochemistry. The birefringent collagen content
was guantified from picrosirius-stained sections. Data were submitted to ANOVA and
Tukey test (p<0.05). Significant differences in GOT (p=0.1258) and GPT (p=0.5827)
serum levels were not observed in the Biodentine, MTA and Sham groups in
comparison with reference levels. At 7 days, the concentration of serum urea
increased significantly in the Biodentine and MTA groups compared with reference
levels (p=0.0166). A higher concentration of serum creatinine in Biodentine group
than reference level (p=0.0222) was detected at 60 days. At 7 days, the high values
in WIC, IL-6-immunolabelled cells and number of osteoclasts were accompanied by
reduced collagen content in the enlarged PS of experimental groups. In all periods,
VVIC, number of osteoclasts and IL-6, and PS were significantly higher in Sham than
Biodentine and MTA groups (p<0.0001). From 7 to 60 days, significant reduction in
WVIC, IL-6 immunoexpression and osteoclasts was accompanied by significant
increase in VVFb, osteoblasts and collagen content in Biodentine and MTA groups.
At 60 days, significant differences in VvIC, width of PS, IL-6 immunoexpression, in
the number of osteoclasts and osteoblasts were not found between Biodentine and
MTA (p=0.3255). At 30 and 60 days, the number of osterix-immunolabelled
osteoblasts was significantly higher in Biodentine and MTA than control group
(p<0.0001) while significant differences in the number of osteoclasts were not
observed (p=0.8933). The biochemical analyses suggest that Biodentine and MTA
did not induce changes in the liver over time. However, it is possible that kidney
changes may be promoted by Biodentine. Despite the initial inflammatory reaction
and bone resorption, the sealing of furcation perforations with Biodentine or MTA
provide conditions to the periodontium repair.

Keywords: Endodontics. latrogenic disease. Materials testing. Periodontium. Blood
chemical analysis.
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1 INTRODUCAO

Perfuracdes endododnticas sédo comunicagdes artificiais entre a camara pulpar
e/ou canais radiculares e o ligamento periodontal resultantes de aberturas
acidentalmente criadas na dentina. Estes defeitos podem ser ocasionados tanto por
iatrogenia quanto por lesdo cariosa e estdo entre as mais comuns complicacdes
relacionadas ao tratamento endodéntico?3. Este acidente pode ser prevenido com a
adocdo de principios bésicos inerentes a abertura corondria, como a completa
remocao de teto da camara pulpar, adequada limpeza com remocéo de restauracdes
e de tecido cariado e modelagem com fresas em sentido coronario sem realizar
movimentos bruscos em dire¢&o apical.

Uma vez néo tratadas adequadamente, estas falhas podem resultar em baixo
prognostico e subsequente perda do elemento dentario*®. O progndstico para dentes
perfurados € determinado pela localizacdo da perfuragcédo, o tempo decorrido desde o
acidente até o tratamento, a capacidade de se obter selamento da perfuracéo e a
acessibilidade dos canais radiculares remanescentes para a finalizacdo do
tratamento endodontico. Quanto mais préxima a perfuragcdo estiver do sulco
gengival, principalmente no terco cervical radicular ou na regido de furca, maior a
probabilidade de migracdo apical do epitélio gengival iniciando uma lesao
periodontal®. O potencial de reparo é drasticamente reduzido em dentes com
presenca de contaminacéo no sitio das perfuragées’.

Quando ocorre perfuracdo do soalho da camara pulpar atingindo o processo
alveolar, o ligamento periodontal e o tecido 6sseo sdo destruidos em intensidade
variada, dependendo da extensdo da comunicacdo, instalando-se um processo
inflamatério nos tecidos?38. O tecido periodontal inflamado pode invaginar para o
interior da cdmara pulpar a partir da trajetoria da perfuracao e formar um pélipo com
pediculo aderido ao ligamento periodontal>®19, A auséncia de tratamento desta
perfuracdo permite a contaminacao via meio bucal, determinando a progresséo do
processo inflamatério, o qual leva a uma maior destruicdo 6ssea do processo
alveolar?>%-11, além de possivelmente levar a perda do dente®*?,

Cimentos reparadores a base de silicato de célcio tém sido considerados o0s
biomateriais de escolha para o selamento de defeitos dentinarios com comunicacdes
entre a cavidade pulpar e o ligamento periodontal'®>°. O exemplo mais conhecido,

7

utilizado e estudado desta categoria de materiais € o mineral trioxido agregado
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(MTA), pioneiramente proposto para o0 selamento de perfuracbes radiculares
laterais?®. Outros materiais a base de silicato de calcio também tém sido propostos,
como o Biodentine (Septodont® Inc., Saint Maur des Fossés, lle-de-France, Franca).
Para avaliar a resposta do ligamento periodontal apés o selamento de perfuracdes
de furca, este procedimento pode ser realizado em molares de ratos'®. E necessario
compreender a composicdo e os efeitos induzidos por estes materiais quando

aplicados para a resolucdo desta complicagéo do tratamento endodontico.
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2 PROPOSICAO

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a reacdo tecidual causada pelo
Biodentine e MTA no selamento de perfuragbes do soalho da camara pulpar de
molares de ratos. Além disso, foi nosso objetivo avaliar se o Biodentine e o MTA
causam alteracdes sistémicas.

Os objetivos especificos foram avaliar:

e Se estes cimentos induzem alteracbes sistémicas em marcadores
séricos das funcdes hepatica e renal,

e Os danos aos tecidos periodontais subjacentes as cavidades seladas
com Biodentine e MTA;

e A interferéncia do Biodentine e MTA na instalacdo e evolucdo do
processo inflamatoério provocado pelas perfuracdes na regido de furca;

e Se estes materiais interferem no processo de reabsorcdo éssea do
processo alveolar inter-radicular subjacente as perfuragées;

e Se estes materiais apresentam atividade osteogénica quando aplicados
no selamento de perfuracoes.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Mineral Trioxido Agregado

O MTA Angelus Branco (Angelus Industria de Produtos Odontolégicos Ltda.,
Londrina, PR, Brasil) € um p6 branco constituido de particulas hidrofilicas, composto
por silicato tricalcico, silicato dicalcico, aluminato tricalcico, 6xido de calcio, dioxido
de silicio, 6xido de aluminio e, como radiopacificador, éxido de bismuto?'?2, Por suas
adequadas propriedades biol6gicas'®>1623-28  baixa citotoxicidade?>*® e boas
propriedades fisicas, quimicas e mecanicas3!, o MTA tem sido o material mais
indicado para diferentes situacdes clinicas#3232, incluindo capeamento pulpar#33-38,
pulpotomial#33:3539.40, apicificacéo!43341, retrobturacéo em cirurgias
parendodonticas'#3342 e selamento de comunica¢bes entre a cavidade pulpar e os
tecidos periodontais tais como reabsorcdes internas e externas e perfuracdes
radiculares e de furca’.14-1620.33,

Quando o MTA ¢é hidratado, as particulas de silicato de célcio se convertem
em um gel coloidal o qual se cristaliza, resultando em sua oportuna e desejavel
capacidade seladora**#*. O caélcio liberado durante a reacdo de hidratacdo do
silicato de calcio precipita-se como hidréxido de calcio, o qual forma hidroxiapatita na
superficie do material ao reagir com fluidos tissulares** e proporciona um pH alcalino
ao MTA, de aproximadamente 10,34 apés 24 horas e 9,69 apés 28 dias de presa®.
Particulas birrefringentes sob luz polarizada ficam dispersas pelo tecido quando este
material é implantado no subcutaneo de ratos*647; é sugerido que estas granulacdes
seriam cristais de calcita formados a partir da reacdo do calcio derivado do hidréxido
de célcio com o gas carbbnico e os ions fosfato tissulares?34648, Assim, a
bioatividade do MTA ¢ atribuida a formacéao de cristais de apatita quando em contato
com solucdes fisiol6gicas?349-51,

Ao entrar em contato com tecidos, o MTA induz o recrutamento de células
inflamatorias a partir dos vasos sanguineos, levando inicialmente a um processo
inflamatério moderado nos tecidos adjacentes?426-28.455253 @ estimulando também a
producdo e secrecdo de citocinas moduladoras da inflamacédo®. Uma gradativa
reducdo no numero de células inflamatorias em resposta ao MTA ocorre no decorrer
do tempo'>26-2845 indicando a compatibilidade biolégica deste cimento reparador. O

MTA possivelmente interfere na homeostase tecidual ao inibir ou induzir a secregao
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de citocinas pelas células do tecido conjuntivo quando em contato com estes
tecidos. Assim, a interacdo hospedeiro-material envolve mecanismos moleculares e
constitui possiveis vias fundamentais a resposta bioldgica, tanto na reacao
inflamatdria quanto no processo de reparo tecidual.

Apesar de suas vantagens, o MTA apresenta longo tempo de presa®>°6 e é de
dificil manuseio por possuir consisténcia arenosa, a qual dificulta a insercédo e a
condensacdo no local adequado®?33; pode, ainda, alterar a cor da estrutura
dentaria®”%8, Além disso, o 6xido de bismuto, radiopacificador utilizado neste
material, pode ocasionar uma reducéo da resisténcia de compressdo e aumento da
porosidade do material®>®%%; também ja foi reportado que o 6xido de bismuto inibe a
proliferacdo celular®’. Assim, outros radiopacificadores tém sido estudados em
substituicdo ao 6xido de bismuto, como o éxido de zirconio?6:5262-64 Considerando
as boas propriedades dos cimentos a base de silicato de calcio e em busca de
contornar as adversidades inerentes ao MTA, diversos materiais alternativos tém

sido propostos.

3.2 Biodentine

Biodentine (Septodont® Inc., Saint Maur des Fossés, Tle-de-France, Franca) é
um cimento a base de silicato de calcio considerado um substituto dentinario
bioativol”65-6° com propriedades mecéanicas semelhantes a dentina®’ e que pode ser
utilizado tanto na coroa quanto na raiz dentaria, com indicacfes semelhantes as do
MTAL749.506570  Comercialmente, este cimento é disponibilizado na forma pé-liquido.
Seu pé é composto por silicato tricalcico, silicato dicalcico, 6xido de calcio, éxido de
ferro, carbonato de calcio e, como agente radiopacificador, Oxido de zircénio,
enguanto o liquido € uma solucdo aquosa com cloreto de calcio e policarboxilato, o
qual atua como surfactante!’-225068.71 - Q principal constituinte é o silicato tricalcico,
manufaturado pelo fabricante com a tecnologia de silicato bioativo (Active Biosilicate
Technology™, no original em inglés), garantindo alto grau de pureza do material®®72,
O carbonato de calcio adicionado ao pé aumenta a disponibilidade de calcio do
material'”’t. O policarboxilato presente no liquido é um polimero hidrossollvel
surfactante o qual reduz a quantidade de agua necessaria, além de possibilitar uma
mistura mais homogéneal?:68.73,

Biodentine possui indica¢des tanto em Dentistica quanto em Endodontia, ou
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seja, pode ser utilizado para restauracdes temporarias em esmalte e definitivas em
dentinal”.®>7475 forramento de cavidades profundas'’ 676, restauragcées cervicais e
radiculares'’-’>76,  capeamento  pulpar direto e  pulpotomial?3536:3839.77
apicificacdo®® 7378, obturacdo retrégrada em cirurgias parendoddnticas!’?279.80 e
selamento de comunicacfes entre a cavidade pulpar e o ligamento periodontal,
como reabsorcdes internas e externas e perfuracées radiculares e de furcal’1981.82,
A consisténcia cremosal’ deste cimento permite uma utilizagdo clinica mais
simplificada quando comparada ao aspecto arenoso do MTA.

Biodentine tem demonstrado adequada resposta bioldgica in vivo, comparavel
ao MTA. Apesar de induzir moderada reacao inflamatéria quando inicialmente em
contato com tecido subcutaneo de ratos, Biodentine apresenta significante reducao
desta resposta a longo prazo de modo semelhante ao MTA?"83, Quando inserido em
cavidades confeccionadas em tibias de coelhos, Biodentine apresentou atividade
osteoindutora e mineralizadora, com neoformacédo 6ssea apés 30 dias®. Em tecido
pulpar, Biodentine induz proliferacédo celular e expresséo de sialoproteina dentinaria
e osteopontina3®®. Além disso, estimula a formacéo de barreira de tecido mineralizado
no tecido pulpar apés capeamento pulpar direto3>8-87 e pulpotomia3>3°85, Estudos in
vitro também reportaram biocompatibilidade de Biodentine com osteoblastos®° e
fibroblastos do ligamento periodontal®®92, Estudos clinicos também confirmam que
este cimento € capaz de induzir a formacdo de barreira de tecido mineralizado em
dentes humanos3%%,

N&o ha, atualmente, um material com todas as caracteristicas desejadas para
o tratamento de comunicacdes entre a cavidade pulpar e o periodonto adjacente.
Assim, busca-se um biomaterial que promova um ambiente favoravel ao processo de
reparo tanto do tecido conjuntivo quanto do tecido 6sseo, ao modular o curso da
resposta inflamatdria e estimular a liberacdo de fatores de crescimento, favorecendo,
como resultado, o reparo tecidual. Para tanto, é fundamental que o biomaterial seja

biocompativel®*,
3.3 Biocompatibilidade
A biocompatibilidade é a habilidade de um biomaterial exercer suas fungdes

de acordo com a terapia proposta para sua utilizacdo sem gerar efeitos danosos aos

tecidos hospedeiros e, a0 mesmo tempo, estimular uma resposta celular e tecidual
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que permita a restituicdo estrutural e funcional dos tecidos ou sua reparacéo®,
sendo, portanto, considerada um dos requisitos fundamentais na avaliacdo de um
material endodontico®%’. Um biomaterial a ser aplicado em situacdes clinicas néo
deve apenas ser inofensivo ao hospedeiro, como também deve, preferencialmente,
induzir uma resposta minimamente favoravel a situacdo clinica para a qual foi
planejado®. Materiais biologicamente incompativeis podem induzir injdrias quimicas
aos tecidos, levando ao retardo do potencial de reparo destas areas, além de
intensificar o processo inflamatorio previamente instalado, como les6es dos tecidos
perirradiculares, prejudicando os indices de sucesso do tratamento®’. HA trés niveis
de testes para avaliacdo de compatibilidade biol6gica de materiais odontol6gicos®’:
0s testes primarios, com andlise in vitro, como o teste de citotoxicidade; os testes
secundarios, de avaliacdo in vivo, como implantacdo éssea ou subcutanea; e os
testes de aplicacdo clinica, onde séo utilizados modelos animais para simulacédo de
aplicacao dos materiais segundo as recomendacfes de uso clinico.

Quando utilizados para o selamento de perfuracdes radiculares ou de furca,
0S cimentos reparadores permanecem em contato com o tecido conjuntivo do
ligamento periodontal por periodo indeterminado, ou seja, pelo tempo em que o
dente for mantido em funcéo na cavidade bucal. Para compreender 0s mecanismos
gue conduzem o processo de biocompatibilidade, é importante analisar as
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas da interface de contato entre o
biomaterial implantado e os tecidos do hospedeiro'6:329498-100  Deste modo, a
analise dos tecidos periodontais adjacentes a perfuracfes de furca é primordial para
compreender a reposta bioldégica dos cimentos reparadores e também seus
possiveis efeitos induzidos durante o selamento, assim como as consequéncias da
auséncia de tratamento deste acidente endoddntico. Além disso, devido ao contato
destes materiais com 0 sangue, € importante observar também se 0s cimentos

induzem ou n&o efeitos adversos em nivel sistémico101-105,

3.4 Reacgles sistémicas

O figado esta envolvido em diversas fun¢des do corpo e é o principal local
para biotransformac&o e remocédo de macromoléculas da corrente sanguineal®, feita
através do sistema reticuloendotelial hepatico, o qual € composto por capilares

sinusoides e macréfagos conhecidos como células de Kupffer®’. As células de
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Kupffer liberam citocinas como interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), fator de
necrose tumoral a (TNF-a), fator de crescimento transformante B (TGF-B) e
interferon y (IFN-y) e sua principal funcdo é remover particulas advindas pelo
sistema porta hepaticol®. A resposta destas células a patégenos ou xenobibticos
pode contribuir com lesdes hepaticas por levar a danos aos hepat6citost06:107.109,
Ensaios pré-clinicos de toxicidade hepatica devem incluir biomarcadores
mensuraveis a partir de amostras obtidas em procedimentos ndo invasivos, como
coleta de sangue!'®,

Os testes bioquimicos de rotina para assegurar a funcéo hepatica incluem a
mensuracdo dos niveis séricos das enzimas transaminase glutamico-oxalacética
(TGO) e transaminase glutamico-pirlvica (TGP)101-103106110-113 A TGO esta
localizada tanto no citosol quanto nas mitocondrias, enquanto a TGP esta localizada
exclusivamente no citosol dos hepatécitos!!t. Danos na membrana celular de
hepatdcitos levam a liberacdo de enzimas intracelulares para a corrente sanguinea,
elevando os niveis séricos de TGO e TGP!4, Ambas sdo sensiveis indicadores de
les&o celular hepatica, de modo que sao bastante Uteis no diagndstico de alteracdes
hepaticas como hepatites ou hepatotoxicidade!!?114115 No entanto, apesar da alta
sensibilidade, ambas as enzimas sdo inespecificas!'?11.114 Além do figado, a TGO
pode ser encontrada também no coracdo, musculo esquelético, rins, pancreas,
pulmdes, leucécitos e hemacias!!!; a elevacdo de sua atividade esta relacionada a
toxicidade hepatica, mas também a danos nos musculos cardiaco e esquelético®, A
TGP, apesar de ser um biomarcador de lesdo hepética com especificidade maior
que a TGOM!, também esta presente em menores quantidades nos rins, coracéo e
musculo esquelético''! e pode ser um indicador de necrose muscular*®. Contudo,
estas enzimas continuam a ser ensaios fundamentais na Bioquimica Clinica para a
busca por lesdes hepaticas!t0-112.114.115

Os rins exercem diversas funcdes excretOrias e regulatérias necesséarias a
manutencdo do status fisiologico sistémico. Estes 6rgdos mantém a harmonia do
meio extracelular, ajustam o equilibrio hidroeletrolitico, participam na regulacdo da
pressdo sanguinea e no metabolismo mineral 6sseo!!®. Os rins sdo os principais
responsaveis pela remocdo de detritos metabdlicos sistémicos, como ureia e
amoniall’. Estes o6rgdos recebem aproximadamente 25% do débito cardiaco!?®,
contribuindo significantemente para biotransformacdo de particulas dispersas pela

corrente sanguinea. O grande fluxo sanguineo direcionado aos rins 0s torna
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altamente suscetiveis a danos induzidos por xenobioticos e, subsequentemente, a
lesdes de células epiteliais tubulares''”'8 Danos irreversiveis as células renais
levam a reducdo da taxa de filtragem glomerular, comprometendo as funcdes
renais''8, Deste modo, a funcdo de filtragem para eliminacdo de substancias
potencialmente nocivas torna os rins alvos importantes na investigacao da potencial
toxicidade de materiais em contato com a corrente sanguinea''’.

Os testes bioquimicos de rotina para assegurar a funcdo renal incluem a
mensuracgdo dos niveis séricos de ureia e de creatinina!01-103.106,113,116,119,120 ' A yreia
€ um composto gerado no figado a partir do catabolismo proteico e € eliminada
quase completamente por via urinariatt®119, A creatinina é produzida como resultado
da desidratacdo ndo enzimatica da creatina contida no muisculo esquelético!t®12!; é
filtrada nos glomérulos e nédo é reabsorvida pelos tubulos renais!'®. A elevagdo nos
niveis de ureia e creatinina no sangue refletem os efeitos do dano celular nas
funcdes renais e sdo possiveis sinais de nefropatial®1®, Apesar da baixa
sensibilidade, a ureia e a creatinina continuam a ser consideradas o padré&o ouro no
monitoramento da funcdo renal e na deteccdo de nefrotoxicidade!?®® e sua
interpretacdo deve ser meticulosamente interpretada de acordo com o contexto
clinico.

Como o objetivo do selamento de perfuracdes de furca € o restabelecimento
da estrutura dentindria perdida nesta regido?2>1419122  gs cimentos a base de
silicato de célcio permanecem permanentemente em contato com os fluidos
teciduais do periodonto durante todo o tempo de sobrevida do elemento dentério.
Alguns materiais podem afetar a distancia 6rgdos vulneraveis com grande aporte
sanguineo, como figado e rins, potencialmente alterando parametros bioquimicos
destes 6rgdost01-103117 Assim, é fundamental entender se estes materiais induzem
alteracdes tanto em nivel local, nos tecidos de suporte do dente, como também em

nivel sistémico, como potencial hepatotoxicidade e nefrotoxicidade.



23

4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais

O protocolo experimental desta pesquisa foi analisado e aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de
Araraquara (Processo n° 015/2012 - FOAr/UNESP, Anexo A).

Foram utilizados sessenta e cinco ratos Holtzman (Rattus norvegicus albinus)
machos, adultos jovens, com peso aproximado de 220 gramas. Os animais foram
mantidos no Biotério do Subsolo da FOAr/UNESP em gaiolas de polietileno forradas
com maravalha, em temperatura controlada (23 = 2 °C), fotoperiodo de 12 horas e
racdo (Special Diet RC; Socil Evialis Nutricdo Animal Indastria e Comércio Ltda.,
Descalvado, SP, Brasil) e agua ad libitum. A cada dois dias, a maravalha foi
substituida e tanto as gaiolas quanto os bebedouros foram higienizados.

Foi realizada uma perfuracdo no soalho da camara pulpar do primeiro molar
superior direito de sessenta animais, os quais foram distribuidos equitativamente em
quatro grupos, de acordo com o protocolo adotado para o selamento. Nos grupos
Biodentine e MTA, o selamento da comunicacdo foi efetuado com um destes
materiais (Quadro 1), enquanto no grupo Sham uma diminuta bola de algodao
esterilizado foi colocada nas perfuragdes do soalho da camara pulpar.

A abertura coronéria de todos os grupos foi restaurada de modo semelhante.
As hemimaxilas contralaterais dos animais do grupo Sham foram utilizadas como
controle negativo, constituindo o grupo Controle, onde nenhum procedimento foi
efetuado e os molares permaneceram higidos. Cada grupo foi composto por vinte
animais, os quais foram acompanhados pelos periodos de 7, 15, 30 e 60 dias
(n=5/grupo/periodo). Cinco animais ndo foram submetidos a nenhum procedimento
experimental e, uma semana ap6s ambientacdo no biotério, foram sacrificados e
tiveram o0 sangue coletado para constituir os valores de referéncia dos parametros

de analise bioquimica.



24

Quadro 1 — Composicao, procedéncia e proporcdo dos cimentos utilizados

Material P6 Liguido P6 : liquido
] ) Silicato tricélcico, silicato
Biodentine™ (Septodont® U o i
) dicalcico, 6xido de calcio, Agua, cloreto de
Inc., Saint Maur des . o
o oxido de ferro, carbonato calcio, 700 mg : 0,18 mL
Fossés, lle-de-France, o ) ]
de calcio, oxido de policarboxilato
Franca) o
zirconio
MTA Angelus Branco Silicato tricélcico, silicato
(Angelus Industria de dicalcico, aluminato
Produtos Odontoldgicos tricélcico, éxido de calcio, Agua destilada 1g:0,3mL
Ltda., Londrina, PR, dioxido de silicio, 6xido de
Brasil) aluminio, 6xido de bismuto

Fonte: Elaboragéo propria.

Biodentine apresenta-se comercialmente em uma cépsula individual contendo
700 g de um po esbranquicado e uma embalagem individual contendo 0,18 mL de
uma solucdo aquosa. Ambos devem ser misturados por trinta segundos em
amalgamador para completa homogeneizacdo e obtencdo de um cimento com
consisténcia cremosa, adequada para manipulacao clinica. O MTA € um p6 branco o
qual deve ser manipulado com uma espatula metélica flexivel em uma placa de vidro
na propor¢cdo de 1g de p6 para 0,3 mL de agua destilada®®, incorporando-se as

partes até que se obtenha uma mistura homogénea adequada ao manuseio.

4.2 Procedimentos Experimentais

Os animais foram anestesiados com 80 mg/kg de cloridrato de cetamina a
10% (Dopalen; Ceva Saude Animal, Paulinia, SP, Brasil) associado a 8 mg/kg de
cloridrato de xilazina a 2% (Anasedan; Ceva Saude Animal, Paulinia, SP, Brasil) por
via intraperitoneal, com seringa e agulha de insulina. Os ratos foram posicionados
em decubito dorsal sobre uma mesa cirargica e tiveram a mandibula e a maxila
fixadas com auxilio de argolas ajustadas aos incisivos (Figura 1A). Um microscoépio
estereoscopico (Wild M7; Wild Heerbrugg Company, Heerbrugg, St. Gallen, Suica)
foi utilizado para observacdo do campo operatorio.

ApOs antissepsia da cavidade oral com gluconato de clorexidina a 0,12%



25

(PerioGard®; Colgate-Palmolive Industria e Comércio Ltda., Sdo Bernardo do
Campo, SP, Brasil), foi realizada abertura coronaria convencional no primeiro molar
superior direito utilizando-se uma fresa esférica carbide n° % (KG Sorensen; Medical
Burs Industria e Comércio de Pontas e Brocas Cirurgicas Ltda., Cotia, SP, Brasil) em
baixa rotacdo (KaVo do Brasil Industria e Comércio Ltda., Joinville, SC, Brasil)
(Figura 1B). ApoOs extirpacédo da polpa coronaria (Figura 1C), o soalho da cavidade
pulpar (Figura 1D) foi inspecionado com o auxilio de uma sonda exploradora nimero
47 (S. S. White Duflex Artigos Dentarios Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil), na qual foi
adaptada uma marcacdo com resina acrilica (DuraLay; Reliance Dental
Manufacturing Company, Worth, IL, Estados Unidos) ajustada ao comprimento de
trabalho de 2 mm (Figura 1E).

Com a fresa n° ¥ confeccionou-se uma perfuracdo no centro do soalho da
camara pulpar, na area de furca (Figura 1F). O diametro da perfuracéo correspondeu
ao da fresa e a profundidade estabelecida foi de dois milimetros!®; com o objetivo de
padronizar a profundidade da perfuracdo, esta distancia foi demarcada na fresa
utilizando-se um pincel permanente (Pilot Pen do Brasil S/A Industria e Comércio,
Sédo Paulo, SP, Brasil). Durante todo o procedimento, irrigou-se copiosamente com
soro fisiolégico a 0,9% (Eurofarma Laboratérios S/A, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) para
hemostasia e remocao das raspas de dentina. A secagem da cavidade foi feita com
cones de papel absorvente de ponta #15 (Tanariman Industrial Ltda., Manacapuru,
AM, Brasil) previamente esterilizados.

Os materiais de cada grupo foram manipulados e imediatamente inseridos na
perfuracéo, estendendo-se por todo o soalho da camara pulpar e embocaduras dos
canais radiculares, com o auxilio de sonda exploradora e cones de papel absorvente
(Tanariman Industrial Ltda., Manacapuru, Amazonas, Brasil) #20 e #25 (Figura 1G).
No grupo Sham, uma pelota de algoddo previamente esterilizada foi inserida na
regido da perfuragdo. Em todos os grupos, as aberturas coronarias foram seladas
(Figura 1H) com cimento de iondémero de vidro fotopolimerizavel (Vitremer™; 3M
ESPE Dental Products, Saint Paul, MN, Estados Unidos) ativado com
fotopolimerizador (Curing Light XL3000; 3M ESPE Dental Products, Saint Paul, MN,
Estados Unidos) por quarenta segundos.

Apos os procedimentos (Figura 11), os animais foram mantidos em gaiolas de
polietileno identificadas de acordo com o grupo e periodo experimental e foram

observados até a recuperacdo da anestesia. Administrou-se no pos-operatorio
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Fonte: Elaboracéo propria.



Figuras 1A-1H — Sequéncia técnica do procedimento experimental. Figura 1A —
Animal posicionado em decubito dorsal na mesa cirlrgica; as argolas de aco sao
ajustadas aos incisivos, mantendo a mandibula e a maxila fixas. Figura 1B — Fresa
com a demarcacdo em 2 mm, acoplada ao contra-angulo e posicionada sobre o
primeiro molar superior direito. Figura 1C — Remoc¢do da polpa coronaria apos
acesso a camara pulpar. Figura 1D — Camara pulpar ap0s pulpectomia coronaria.
Figura 1E — Sonda exploradora com marcacdo em resina acrilica para confirmacgéo
do comprimento de trabalho da perfuragédo (2 mm). Figura 1F — Camara pulpar com
perfuracdo do soalho na regiao de furca. Figura 1G — Insercdo do cimento reparador.
Figura 1H — cimento reparador acomodado na regido de perfuracdo e insercado do
cimento de iondbmero de vidro. Figura 1l — Restauragcado coronaria com cimento de

iondbmero de vidro fotoativado.
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dipirona sédica (dipirona monoidratada 500 mg/mL; Medley Industria Farmacéutica
Ltda., Campinas, SP, Brasil) na propor¢céao de 0,03 mg / 100 g de peso corporal nos
trés primeiros dias apoés a cirurgia.

As restauragbes foram reavaliadas semanalmente para verificar a
manutencdo de sua integridade e selamento. Para isto, os animais foram
anestesiados e posicionados na mesa cirdrgica como previamente descrito. Uma
sonda exploradora foi utilizada para verificar a qualidade da restauracdo. Os animais
com falha na restauracao foram descartados da amostra.

Decorridos os periodos experimentais previamente estabelecidos, os animais
foram anestesiados, como previamente descrito. Subsequentemente, foi realizada
uma inciséo longitudinal no abdome, divulsdo da cavidade abdominal até a cavidade
toracica e exposicdo do coracdo. O sangue foi coletado por puncao cardiaca do
ventriculo esquerdo com tubo a vacuo (Vacuette®, Z soro ativador de coagulo gel;
Greiner Bio-One Brasil Produtos Médicos Hospitalares Ltda., Americana, SP, Brasil)
acoplado a uma agulha multipla (MedMultipla, 25 x 8, 21G x 1”; Med Goldman
Industria e Comércio Ltda., Manaus, AM, Brasil) conectada a um adaptador BD
Vacutainer® (Becton Dickinson Industrias Cirlrgicas Ltda., Curitiba, PR, Brasil). Em
seguida, o sangue foi processado para analise bioquimica e as maxilas foram

removidas para processamento histologico.

4.3 Processamento do Sangue

ApoOs a coleta, os tubos contendo o sangue de cada animal foram mantidos
em temperatura ambiente por quinze minutos para a formacdo do coagulo. Em
seguida, os tubos foram centrifugados (Excelsa® 1l 206 BL; Fanem Ltda., Guarulhos,
SP, Brasil) a 3500 rpm durante 10 minutos para a separagcdo entre 0 SOro e o
coagulo. O soro foi reservado e encaminhado para andlise laboratorial (Laboratério

de Analises Clinicas S&o Lucas, Araraquara, SP, Brasil).
4.3.1 Andlise bioquimica
A partir do soro, em um analisador automatico multiparamétrico (Cobas

INTEGRA® 400 Plus; Roche Diagnéstica Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), foi

obtida a quantificacdo (Laboratorio de Andlises Clinicas Sao Lucas, Araraquara, SP,
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Brasil) dos niveis séricos de transaminase glutamico-oxalacética (ASTL, System-ID
07 6494 9; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha), transaminase
glutdmico-pirdvica (ALTL, System-ID 07 6495 7; Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Alemanha), creatinina (CREP2, System-ID 07 6612 7; Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Alemanha) e ureia (UREAL, System-ID 07 6303 9; Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) de cada animal.

A transaminase glutdmico-oxalacética presente no soro catalisa a
transferéncia de um grupo amino entre L-aspartato e 2-oxogluconato, formando
oxaloacetato e L-glutamato. O oxaloacetato reage com nicotinamida adenina
dinucleotideo reduzido (NADH), na presenca de malato desidrogenase (MDH),
formando nicotinamida adenina dinucleotideo oxidado (NAD*). O fosfato de piridoxal
atua como coenzima na reacdo de transferéncia de amino. A taxa de oxidacao de
NADH é diretamente proporcional a atividade catalitica de TGO e é determinada
pela medida da diminuicdo da absorbancia a 340 nm. Os resultados da reacao foram
automaticamente convertidos de pkat/L para U/L.

A transaminase glutamico-piravica do soro catalisa a reacdo entre L-alanina e
2-oxoglutarato. O piruvato resultante é reduzido por NADH em uma reacao
catalisada por lactato desidrogenase (LDH), formando L-lactato e NAD*. O fosfato de
piridoxal atua como uma coenzima na rea¢ao de transferéncia de amino. A taxa de
oxidacdo de NADH é diretamente proporcional a atividade catalitica de TGP e é
determinada ao medir a diminuicdo da absorbéancia a 340 nm. Assim como a reagao
para deteccao de TGO, os resultados foram automaticamente convertidos de pkat/L
para U/L.

A creatinina foi detectada pelo método colorimétrico enzimético com o auxilio
de creatininase, creatinase e sarcosina oxidase para glicina, formaldeido e perédxido
de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio liberado em uma reacdo catalisada pela
peroxidase reage com 4-aminofenazona e acido 2,4,6-triiodo-3-hidroxibenzdico para
formar um cromogeno quinona-imina. A intensidade da cor do cromégeno formado é
diretamente proporcional a concentragdo de creatinina na mistura da reacdo. Os
resultados foram calculados em umol/L e automaticamente convertidos para mg/dL.

A mensuracdo de ureia foi feita a partir do teste cinético com urease e
glutamato desidrogenase. A ureia € hidrolisada pela urease, dando origem a amoénia
e carbonato. Em seguida, 0 2-oxoglutarato reage com a amonia na presenca de

glutamato desidrogenase e da coenzima NADH, dando origem a L-glutamato. Nesta
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reacao, dois mols de NADH sao oxidados a NAD* por cada mol de ureia hidrolisada.
A taxa de diminuicdo na concentracdo de NADH é diretamente proporcional a
concentragcdo de ureia na amostra e é determinada medindo-se a absorbancia a 340
nm. A concentracdo de ureia foi calculada automaticamente e convertida de mmol/L
para mg/dL.

A média dos valores dos cinco animais 0s quais ndo foram submetidos a
perfuracdes constituiram os valores de referéncia de cada parametro. Foi
estabelecida uma média para cada periodo dos grupos Biodentine, MTA e Sham em
cada um dos critérios analisados. Comparou-se os dados de cada parametro com o0s
valores de referéncia, assim como analisou-se os valores de cada grupo no decorrer

do tempo e todos os grupos em cada periodo.

4.4 Processamento Histologico

As cinco maxilas de cada grupo em cada periodo foram fixadas em
formaldeido (paraformaldeido PA; Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda.,
Diadema, SP, Brasil) a 4% tamponado com fosfato de sédio (Dinamica Quimica
Contemporanea Ltda., Diadema, SP, Brasil) 0,1 M, com pH ajustado em 7,2, durante
72 horas. Apos a fixacdo, as maxilas foram descalcificadas em micro-ondas (Pelco
BioWave® Pro; Pelco Corporation, Clovis, CA, Estados Unidos) com &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA sal dissédico PA; Labsynth Produtos para
Laboratério Ltda., Diadema, SP, Brasil) a 7% tamponado com fosfato de sodio
(Dindmica Quimica Contemporanea Ltda., Diadema, SP, Brasil) 0,1 M em pH 7,2 por
vinte dias.

Em seguida, os fragmentos foram desidratados em concentragdes crescentes
de alcool etilico (Ciclo Farma Industria Quimica Ltda., Serrana, SP, Brasil), a partir
do alcool 70 °GL até o alcool absoluto. Subsequentemente, as pecas foram
diafanizadas em xilol (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda., Diadema, SP,
Brasil) e, apds a infiltragdo em parafina liquida (58-60 °C), foram incluidas em
parafina de modo a obter cortes sagitais seriados com espessura de 6 um da regiao
de furca dos molares contendo as cavidades no soalho da camara pulpar.

Os cortes foram aderidos a laminas de vidro e corados com hematoxilina de
Carazzi e eosina de Lison (HE), picrosirius ou submetidos a reacao histoquimica

para fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP, acrbnimo de Tartrate Resistant
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Acid Phosphatase). Alguns cortes foram aderidos a laminas de vidro tratadas com
silano (3-aminopropyltrimethoxysilane; Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, Estados
Unidos) e submetidos a reag¢des imuno-histoquimicas para deteccdo de IL-6 e

osterix.

4.5 Métodos de Analise dos Resultados

4.5.1 Analise morfolégica do periodonto subjacente as perfuracdes

A partir dos cortes corados com HE, foi realizada a analise morfolégica do
periodonto subjacente as perfuracbes no soalho da camara pulpar dos molares de
todos os grupos e periodos. Nesta andlise foram considerados o0s seguintes
parametros: presenca ou auséncia de processo inflamatério, assim como sua
extensdo; presenca de osteoclastos e osteoblastos na superficie do processo
alveolar em proximidade com as perfuracdes; presenca de feixes de fibras

coldgenas; espaco periodontal.

4.5.2 Espaco periodontal

O espaco ocupado pelo ligamento periodontal foi mensurado a partir de trés
cortes ndo seriados de cada hemimaxila corados com HE, com intervalo minimo de
100 um. As imagens foram capturadas com uma camera digital (DP-71; Olympus
Corporation, Shinjuku, Téquio, Japdo) acoplada a um microscoépio de luz (BX-51;
Olympus Corporation, Shinjuku, Toéquio, Japao), com a objetiva de 4x (aumento final
de 65x). Com um programa de analise de imagens (Image-Pro Express 6.0;
Olympus Corporation, Shinjuku, Toquio, Japdo), delimitou-se em cada
fotomicrografia trés linhas perpendiculares entre a regido da perfuracdo e a
superficie do osso alveolar, resultando em uma média para cada imagem (Figura 2).
A partir das médias dos trés cortes, calculou-se a média do espaco periodontal em

cada hemimaxila.
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Figura 2 — Print screen de uma fotomicrografia da tela do computador. Usando um
programa (Image Pro-Express 6.0, Olympus), uma imagem capturada previamente
com objetiva de 4x foi aberta para mensuracao do espaco periodontal. Inicialmente,
foi informado ao sistema de anélise o aumento utilizado para a obtencédo da imagem
e, apos a calibracdo, foi tracada uma linha (em vermelho) paralela as bordas da
perfuracdo. A partir desta linha foram realizadas trés medidas (em amarelo)
perpendicularmente & linha tracada em vermelho em direcdo a superficie do
processo alveolar. As trés linhas foram tracadas equidistantes entre si, ou seja, uma
proxima a raiz mesial, uma proxima a raiz distal e uma intermediaria, obtendo-se

assim um valor médio (em micrémetros) do espaco periodontal.

Figura 3 — Print screen da tela do computador de uma fotomicrografia capturada
com a objetiva de 100x mostrando o ligamento periodontal proximo a perfuracéo do
soalho da camara pulpar. Com auxilio do programa de analise de imagem (Image-
Pro Express 6.0, Olympus), a fotomicrografia foi aberta e, apos a calibracdo, uma
grade reticular contendo 208 interseccdes/pontos (sistema teste) foi sobreposta a
imagem. Para facilitar a identificagéo das células e demais estruturas foi dada uma
ampliacdo de 25% e, consequentemente, ndo estao ilustradas as 208 interseccoes
do sistema teste. As intersecc¢des incidentes sobre as células inflamatorias (A) e
fibroblastos (B) foram computadas. Vasos sanguineos (C) e matriz extracelular (D)
incidentes sobre os pontos das interse¢cdes foram computados como outras

estruturas.
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4.5.3 Densidade de volume de células inflamatorias (VvCl) e de fibroblastos
(VVFb)

A densidade de volume de células inflamatérias (VvCl) e de fibroblastos
(VVvFb) foi estimada a partir de trés cortes ndo seriados corados com HE de cada
hemimaxila. As imagens do espaco periodontal subjacente a perfuracdo do soalho
da camara pulpar na regido de furca foram capturadas com uma camera (DP-71,;
Olympus) acoplada a um microscopio de luz (BX-51; Olympus) usando a objetiva de
100x (aumento final de 1745x), conforme metodologia descrita previamente?8123.124,
Com o programa de analise de imagens (Image-Pro Express 6.0; Olympus), uma
grade reticular contendo 208 interseccdes/pontos foi sobreposta a cada imagem
(Figura 3).

O numero de pontos incidentes sobre células inflamatorias (neutréfilos,
linfécitos, plasmécitos, macréfagos) e fibroblastos foi computado. Vasos sanguineos,
hemécias, matriz extracelular, espacos extracelulares e particulas de material foram
computados como outras estruturas (VvO). Considerando o numero total de
interseccdes da grade reticular e o numero que incidiu sobre cada estrutura, obteve-
se a densidade de volume (em porcentagem), ou seja, a frequéncia de cada
estrutura. Ao final, foi estabelecida uma média para cada grupo em cada periodo. A

VVCI e a VvFb foram obtidas por um examinador calibrado e cego as identificacdes.

4.5.4 Reacao imuno-histoquimica para IL-6

ApOGs desparafinizacdo, hidratacdo e imersdo em tampao citrato de sodio
0,001 M com pH 6,0, a recuperagado antigénica dos cortes foi realizada em micro-
ondas com dois ciclos de dez minutos cada a 90-94 °C. ApGs o resfriamento, a
peroxidase endogena foi inativada em solucdo aquosa de peréxido de hidrogénio a
3%. Os cortes foram lavados com tampao Tris-HCI 0,05 M e incubados com
albumina sérica bovina (BSA) a 2% para o bloqueio de reacdes inespecificas. Em
seguida, os cortes foram incubados por 18 horas com anticorpo primario policlonal
anti-IL-6 produzido em cabra (M-19, sc-1265; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa
Cruz, CA, Estados Unidos), na diluicdo de 1:80 em uma solucéo de tampéo Tris-HCI
e BSA em partes iguais.

Apos lavagens em tampédo Tris-HCI 0,05 M, os cortes foram tratados com
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anticorpo secundario de coelho/camundongo/cabra anti-lgG biotinilado (Biotinylated
LINK Universal, Dako LSAB + System-HRP, K0690; Dako Inc., Carpinteria, CA,
Estados Unidos) por 40 minutos. Apos lavagens em tampao Tris-HCI 0,05 M, os
cortes foram incubados com o complexo Streptavidin-HRP (Dako LSAB + System-
HRP, K0690; Dako Inc.) por 40 minutos. Apés lavagens, a peroxidase foi detectada
com aplicagdo do cromégeno 3,3’-diaminobenzidina (Dako Chromogen System;
Dako Inc., Carpinteria, CA, Estados Unidos) durante cinco minutos e, em seguida, 0s
cortes foram contracorados com hematoxilina de Carazzi, desidratados, diafanizados
e montados em meio resinoso para analise microscopica. Como controle negativo,
alguns cortes foram submetidos a todas as etapas exceto a incubacédo com anticorpo
primario, onde utilizou-se soro ndo imune.

O numero de ceélulas imunopositivas foi quantificado no ligamento periodontal
dos cinco animais de cada grupo/periodo, de acordo com metodologia previamente
descrita?’1?>, Com uma camera (DP-71; Olympus) acoplada a um microscépio de luz
(BX-51; Olympus), uma area padrdo de 0,09 mm? subjacente as perfuracées de
furca foi capturada. O nimero de células IL-6-positivas (em castanho) foi computado
com o auxilio de um programa de analise de imagens (Image Pro-Express 6.0;

Olympus) e, em seguida, calculou-se a média para cada grupo em cada periodo.

4.5.5 Namero de osteoclastos TRAP-positivos na superficie 6ssea

A reacdo histoquimica TRAP, usada como marcador de osteoclastos, foi
realizada seguindo protocolo descrito previamente!®1?6.127. Qs cortes foram
incubados em uma solucado de 50 mL de tampdo acetato de sédio (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha) 0,2M em pH 5,0, acrescido de 70 mg de Fast Red Salt TR
(Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, Estados Unidos) e 8 mg de naftol AS-BI
(Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, Estados Unidos), previamente dissolvido em
500 pL de N-dimetilformamida (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, Estados
Unidos), com adicdo de 50 mM de tartarato de sodio (Labsynth Produtos para
Laboratorio Ltda., Diadema, SP, Brasil). Apés incubacdo a 37 °C por quatro horas,
os cortes foram lavados em agua destilada, contracorados com hematoxilina de
Carazzi e montados em glicerina. Como controle de especificidade, alguns cortes
foram incubados na auséncia de naftol AS-BI.

A estimativa do namero de osteoclastos TRAP-positivos foi realizada de
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acordo com metodologia previamente descrital®!?>127, Para obtencdo do nimero de
osteoclastos TRAP-positivos na superficie 6ssea, foram utilizados dois cortes ndo
seriados, com intervalo minimo de 100 um entre si, de cada hemimaxila. Com auxilio
de uma camera (DP-71; Olympus) acoplada a um microscépio de luz (BX-51;
Olympus) imagens do processo alveolar subjacente a perfuracdo do soalho da
camara pulpar foram capturadas com a objetiva de 4x (aumento final de 65x). Com o
auxilio de um sistema de analise de imagens (Image-Pro Express 6.0; Olympus), a
superficie 6ssea linear do processo alveolar inter-radicular foi delimitada e
mensurada. Nesta superficie 0ssea previamente mensurada, osteoclastos
multinucleados com dois ou mais nucleos e exibindo citoplasma positivo ao TRAP
(em vermelho) foram computados com auxilio de um microscopio (Primo Star; Carl
Zeiss AG, Oberkochen, Baden-Wirttemberg, Alemanha), com aumento de 400x.
Desta maneira, foi obtido 0 nimero de osteoclastos por milimetro de superficie linear
do processo alveolar da regido de furca, calculada a média para cada hemimaxila e,

finalmente, estabelecida uma média para cada grupo por periodo.

4.5.6 Reacao imuno-histoquimica para osterix

A imunodeteccdo de osterix foi realizada de modo semelhante a
imunomarcacao para IL-6. ApGs desparafinizacdo e hidratacdo, cortes aderidos a
laminas silanizadas foram imersos em tampé&o citrato de sédio 0,001 M com pH 6,0 e
submetidos ao tratamento com micro-ondas para recuperagdo antigénica. Apos o
resfriamento, as laminas foram imersas em solucdo aquosa de peroxido de
hidrogénio a 3% para inativacao da peroxidase endégena. Os cortes foram lavados
em tampao Tris-HCI 0,05 M em pH 7,3 e, apds a incubacdo com BSA a 2%, foram
incubados durante 18 horas em anticorpo primario anti-osterix policlonal produzido
em coelho (anti-Sp7/Osterix ab22552; Abcam PLC, Cambridge, Reino Unido), na
diluic&o de 1:2500.

Subsequentemente a lavagens em tampao Tris-HCI, os cortes foram
incubados em anticorpo secundario anti-IgG biotinilado de coelho (ImmunoCruz™
LSAB Staining System SC-2051; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA,
Estados Unidos) por 40 minutos. Apos lavagens em tampéao Tris-HCI, os cortes
foram incubados com o complexo HRP-avidina (ImmunoCruz™ LSAB Staining

System SC-2051, Santa Cruz) por 40 minutos. ApGs novas lavagens, a atividade da
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peroxidase foi marcada pelo cromégeno 3,3’-diaminobenzidina (Dako Chromogen
System; Dako Inc., Carpinteria, CA, Estados Unidos) durante dois minutos e,
subsequentemente, os cortes foram contracorados com hematoxilina de Carazzi,
desidratados, diafanizados e montados em meio resinoso para analise microscopica.
Como controle negativo, alguns cortes foram submetidos a todas as etapas, exceto a
incubacdo com anticorpo primario, onde foram incubados com soro ndo imune.

A partir de um corte de cada hemimaxila, quantificou-se o numero de
osteoblastos osterix-positivos (em castanho) na superficie do processo alveolar
subjacente a regido de furca, de modo semelhante a quantificacdo de osteoclastos
TRAP-positivos. Imagens do processo alveolar subjacente a regido do soalho da
camara pulpar foram obtidas com uma camera (DP-71; Olympus) acoplada a um
microscoépio de luz (BX-51; Olympus) com a objetiva de 4x (aumento final de 65x).
Com o auxilio de um sistema de analise de imagens (Image-Pro Express 6.0;
Olympus), a superficie 6ssea linear do processo alveolar inter-radicular foi delimitada
e mensurada. Com o auxilio de um microscépio (Primo Star; Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Baden-Wirttemberg, Alemanha), osteoblastos imunopositivos na
superficie do processo alveolar foram quantificados em aumento final de 400x.
Assim, obteve-se 0 numero de osteoblastos osterix-positivos por milimetro de
superficie linear do processo alveolar da regido de furca de cada animal,

estabelecendo-se uma média para cada grupo por periodo.

4.5.7 Mensuracdo de colageno birrefringente

A quantidade de colageno no espaco periodontal da regido de furca
subjacente a perfuracdo do soalho da camara pulpar foi estimada a partir de dois
cortes ndo seriados por hemimaxila, com intervalo minimo de 100 pum entre 0s
cortes, submetidos ao método picrosirius. Em cada corte, uma imagem do espaco
periodontal subjacente a perfuracdo foi capturada usando um microscopio de luz
(BX-51; Olympus) com os filtros de polarizagdo, com a objetiva de 40x (aumento final
de 695x). Uma vez que o objetivo era estimar o contetddo de colageno birrefringente
e verificar possiveis variagdes entre os grupos, todas as imagens foram capturadas
com parametros padronizados: intensidade da luz; altura do condensador; abertura
do diafragma de campo; abertura do diafragma do condensador; objetiva de 40x;

polarizador em angulo de 90 graus; tempo de exposicdo; brilho e contraste da
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imagem.

Com o processador de imagens Imaged (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, Estados Unidos), as cores indicativas de birrefringéncia, nos
comprimentos de onda vermelho/laranja (matiz de 2 a 38 e de 230 a 256), amarelo
(matiz de 39 a 51), e verde (matiz de 52 a 128), foram isoladas e convertidas para
tons de cinza com a ferramenta Threshold, de modo que cada pixel ndo preto
(oriundo da birrefringéncia) se tornou branco e cada pixel preto permaneceu preto. O
namero de pixels brancos foi mensurado e expresso na forma de porcentagem do
total de colageno birrefringente de cada imagem. Foi obtida uma média do total de
colageno no espaco periodontal subjacente a regido de furca para cada hemimaxila

a partir dos dois cortes analisados.

4.6 Andlise Estatistica

Com o programa GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, Inc., La Jolla,
CA, Estados Unidos), os dados bioquimicos de transaminase glutamico-oxalacética,
transaminase glutamico-piravica, creatinina e ureia foram submetidos a analise de
variancia e pés-teste de Dunnett, com valor-p de 0,05. Além disso, tanto os dados
bioquimicos quanto os dados obtidos a partir das hemimaxilas foram submetidos a
andlise de variancia de dois fatores e poés-teste de Tukey, adotando-se como
variaveis 0s protocolos experimentais e os periodos de andlise, com nivel de

significancia aceito de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise Bioquimica

Como mostrado na Tabela 1, os niveis de TGO dos animais dos grupos
Biodentine, MTA e Sham nao apresentaram diferenca estatisticamente significante
quando comparados com os valores de referéncia dos ratos sem perfuragéo de furca
(p = 0,1258). No decorrer do tempo, ndo houve diferenga estatisticamente
significante nos grupos Biodentine (p = 0,564) e Sham (p = 0,185). No entanto, o
grupo MTA apresentou niveis mais elevados de TGO aos 60 dias em comparacéo
com o periodo de 7 dias (p = 0,0102). Ndo houve diferenca estatisticamente
significante (p = 0,1171) nos niveis de TGO entre os grupos Biodentine, MTA e
Sham nos periodos de 7, 15 e 30 dias. Aos 60 dias, no entanto, o grupo MTA
apresentou valores significantemente maiores em comparacdo ao grupo Biodentine
(p = 0,0193). Neste periodo, o grupo Sham ndo apresentou diferenca significante
com os grupos Biodentine (p = 0,2799) e MTA (p = 0,2855).

Conforme ilustrado na Tabela 1, ndo houve diferenca estatisticamente
significante nos valores de TGP nos grupos Biodentine, MTA e Sham em relacao
aos valores de referéncia (p = 0,5827). Além disso, ndo houve diferenga significante
nos grupos entre os periodos (p = 0,2775) nem quando comparados entre si em
cada periodo (p = 0,1488).
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Tabela 1 — Valores de transaminase glutamico-oxalacética (TGO) e transaminase
glutamico-piravica (TGP) dos animais sem tratamento (valores de referéncia) e dos

grupos Biodentine, MTA e Sham apés 7, 15, 30 e 60 dias

TGO (UL) TGP (U/L)
Valor de referéncia 584,4 +201,6 * 86,0+9,4*
Biodentine ~ 3882+217,9*2!  106,2 + 33,4 * a1
é MTA 430,2 £ 175,4 * 1 101,0 + 10,5 * a1
) Sham 501,6 +195,0 * &+ 93,6 + 18,8 * a1
Biodentine  498,0 £ 143,9 *al 98,4 + 14,8 * a1
é MTA 638,2+1119*2al2  102,0+14,1*21
- Sham 4422 +167,0 * & 89,6 + 17,9 * a1
Biodentine  517,4 +126,0 * a1 95,4 17,3 * a1
é MTA 577,2+163,2*a2  107,0+275*a!
@ Sham 456,0 + 166,3 * 1 82,8+ 4,1*al
Biodentine  488,0£1082*al  106,4 +41,3*2!
é MTA 853,6 + 252,8 * P2 105,4 + 21,7 * al
@ Sham 671,6 + 148,8 * @01 98,4 +2,3*al

Valores numéricos representam média + desvio padrao.

Simbolos diferentes representam diferenca estatisticamente significante em comparacdo com 0s
valores de referéncia em cada parametro.

Letras sobrescritas diferentes representam diferenca estatisticamente significante na comparacéo
entre 0s grupos no mesmo periodo em cada parametro.

NuUmeros sobrescritos diferentes representam diferenca estatisticamente significante na comparacao
de cada grupo no decorrer do tempo em cada parametro.

Testes de Dunnett e de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Elaboragéo propria.
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De acordo com a Tabela 2, diferencas estatisticamente significantes no nivel
de creatinina ndo foram observadas entre os valores dos animais de referéncia e dos
grupos experimentais em todos os periodos (p = 0,1059), exceto o grupo Biodentine
aos 60 dias; neste periodo, o grupo Biodentine apresentou o valor de creatinina
maior significantemente (p = 0,0222) em relacdo ao valor de referéncia. Entre os
grupos Biodentine, MTA e Sham nao houve diferenca estatisticamente significante
nos periodos de 7 dias (p = 0,4619), 15 dias (p = 0,2967) e 30 dias (p > 0,9999).
Porém, aos 60 dias o grupo Biodentine exibiu valores mais altos em comparagéo aos
grupos MTA (p = 0,0232) e Sham (p = 0,0015), os quais nao apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre si (p = 0,304). No decorrer do tempo, ndo houve
diferenca estatisticamente significante nos valores de creatinina nos grupos MTA (p
= 0,1884) e Sham (p = 0,3734). No entanto, o grupo Biodentine apresentou valor
estatisticamente maior de creatinina aos 60 dias em comparag¢do com o periodo de
30 dias (p = 0,0198).

Com relacédo aos valores de ureia (Tabela 2), os grupos Biodentine e MTA
aos 7 dias mostraram valores significantemente mais elevados (p = 0,0166) em
comparacgao ao valor de referéncia; diferengas significantes (p = 0,5154) nao foram
detectadas nos demais periodos. Quando comparados entre si em cada periodo, 0s
trés grupos nao apresentaram diferenca estatistica em nenhum dos periodos de
analise (p 2 0.0508). Nao houve diferenca estatisticamente significante no decorrer
do tempo tanto no grupo Biodentine (p = 0,325) quanto no grupo Sham (p = 0,07).
Por outro lado, reducéo significante (p = 0,0052) foi detectada aos 60 dias em

comparacao ao periodo de 7 no grupo MTA.



40

Tabela 2 — Valores de creatinina e de ureia dos animais sem tratamento (valores de

referéncia) e dos grupos Biodentine, MTA e Sham apés 7, 15, 30 e 60 dias

Creatinina (mg/dL) Ureia (mg/dL)

Valor de referéncia 0,32 +0,04 * 43,4+6,0*
Biodentine 0,38 + 0,04 * 242 52,4+6,81al
é MTA 0,36 £ 0,05 * al 52,4 +3,2 Tal
" Sham 0,34 £ 0,05 * &l 470+ 4,7 *al
Biodentine 0,34 + 0,05 * al2 472 +54*al
é MTA 0,40 £ 0,00 * a1 45,4 + 4,0 * a2
. Sham 0,36 £ 0,09 * a1 47.4+2,5%al
Biodentine 0,32+0,04 %41 48,0+ 5,5 * 2!
'-é) MTA 0,32+0,04 *al 472 +1,3*al2
® Sham 0,32 0,04 * 21 42,04 2,4 *al
Biodentine 0,42 + 0,04 122 46,0+ 4,9*al
'-§ MTA 0,34 £ 0,05 * 1 45,0 + 2,4 * a2
2 Sham 0,30 £ 0,00 * b 432+ 2.4 *al

Valores numéricos representam média + desvio padrao.
Simbolos diferentes representam diferenca estatisticamente significante em comparacdo com os
valores de referéncia em cada parametro.
Letras sobrescritas diferentes representam diferenca estatisticamente significante na comparacéo
entre 0s grupos no mesmo periodo em cada parametro.
Ndmeros sobrescritos diferentes representam diferenga estatisticamente significante na comparagao
de cada grupo no decorrer do tempo em cada parametro.
Testes de Dunnett e de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Elaboragéo propria.
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5.2 Descricao Morfologica da Regido de Furca

Os molares higidos (grupo Controle) apresentaram ligamento periodontal
circundando as raizes dentéarias, com diversos fibroblastos entre os feixes de fibras
coldgenas (Figuras 4A e 4B). O processo alveolar inter-radicular apresentava
contorno irregular e canais vasculares interconectando os espacos medulares ao
ligamento periodontal foram frequentemente observados (Figura 4A).

Aos 7 e 15 dias, os grupos Biodentine (Figuras 5A e 5D), MTA (Figuras 5B e
5E) e Sham (Figuras 5C e 5F) apresentaram evidente perda do processo alveolar na
regido subjacente as perfuracdes de furca dos molares e, consequentemente,
espaco periodontal ampliado. Intenso infiltrado inflamatério foi observado no espaco
periodontal dos grupos Biodentine e Sham (Figuras 5A, 5C, 7A e 7C), enquanto que
no grupo MTA este apresentou-se como moderado (Figuras 5B e 7B). No periodo de
15 dias, extensa lesdo com evidente proliferacédo epitelial foi observada na regido de
furca dos molares, subjacente as perfuracées do grupo Sham (Figura 5F).

Nos periodos de 30 e 60 dias, poucas células inflamatoérias foram observadas
no espaco periodontal ainda ampliado dos molares dos grupos Biodentine (Figuras
6A, 6D e 7D) e MTA (Figuras 6B, 6E e 7E). Por outro lado, no grupo Sham extensas
lesBes foram observadas na regido de furca dos molares (Figuras 6C e 6F), além de

moderada quantidade de células inflamatorias aos 60 dias (Figura 7F).
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ao propria.

Fonte: Elaborag



Figuras 4A-4B — Fotomicrografias de cortes sagitais de maxilas mostrando uma
porcdo do primeiro molar do grupo Controle. Figura 4A — o ligamento periodontal
(LP) preenche o espacgo entre as raizes do molar e o processo alveolar (PA). D,
dentina; P, polpa dentaria; M, medula éssea, VS, vasos sanguineos; CA, cemento
acelular; CC, cemento celular. Figura 4B — uma porc¢éao do ligamento periodontal, na
regido de furca, adjacente a superficie da raiz. Diversos fibroblastos (Fb) estédo

situados entre feixes de fibras colagenas (FC). HE. Figura 4A: 45x; Figura 4B: 350x.
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Figuras 5A-5F — Fotomicrografias de cortes sagitais de maxilas mostrando o
primeiro molar dos grupos Biodentine (Figuras 5A e 5D), MTA (Figuras 5B e 5E) e
Sham (Figuras 5C e 5F) aos 7 dias (Figuras 5A-5C) e 15 dias (Figuras 5D-5F). Aos 7
e 15 dias, inimeras células inflamatérias (Cl) estédo presentes no espaco periodontal
(EP) subjacente as perfuragbes de furca (PF), particularmente nos grupos Biodentine
(Figuras 5A e 5D) e Sham (Figuras 5C e 5F). Espaco periodontal ampliado e
evidente perda do processo alveolar (PA) sdo observados em todos os grupos. No
grupo Sham, trabéculas Osseas (T) rodeadas pelo infiltrado inflamatorio séo
observadas proximo as perfuracdes (Figuras 5C e 5F). Aos 15 dias, ha presenca de
lesdo de furca (LF) na regido subjacente ao molar do grupo Sham (Figura 5F). D,

dentina; CP, camara pulpar; CR, canal radicular; C, cemento. HE. 35x.
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Figuras 6A-6F — Fotomicrografias de cortes sagitais de maxilas mostrando o
primeiro molar dos grupos Biodentine (Figuras 6A e 6D), MTA (Figuras 6B e 6E) e
Sham (Figuras 6C e 6F) aos 30 dias (Figuras 6A-6C) e 60 dias (Figuras 6D-6F). Os
grupos Biodentine e MTA apresentam poucas células inflamatérias no espacgo
periodontal (EP) na regido subjacente as perfuragbes de furca (PF), tanto aos 30
guanto aos 60 dias. O grupo Sham exibe extensas lesbes de furca (LF) adjacentes
as perfuracdes (Figuras 6C e 6F). PA, processo alveolar; D, dentina; CP, camara

pulpar; CR, canal radicular; C, cemento. HE. 35x.



Biodentine

MTA

Sham

Fonte: Elaboracéao propria.

45



Figuras 7A-7F — Fotomicrografias de porcdes do ligamento periodontal subjacente
as perfuracdes de furca dos grupos Biodentine (Figuras 7A e 7D), MTA (Figuras 7B
e 7E) e Sham (Figuras 7C e 7F) aos 7 dias (Figuras 7A-7C) e 60 dias (Figuras 7D-
7F). Aos 7 dias, os grupos Biodentine (Figura 7A) e MTA (Figura 7B) apresentam
moderada quantidade de células inflamatérias (Cl) dispersas pelo tecido conjuntivo;
no grupo Sham (Figura 7C), intenso infiltrado inflamatério com predominio de
neutrofilos (Ne) preenche o espaco periodontal. No periodo de 60 dias, 0os grupos
Biodentine (Figura 7D) e MTA (Figura 7E) apresentam escassas ceélulas
inflamatorias (Cl) e moderada quantidade de fibroblastos (Fb) dispersos entre feixes
de fibras colagenas (FC). No grupo Sham (Figura 7F) diversas células inflamatérias
(Cl) entre fibroblastos (Fb) e poucas fibras colagenas (FC) sdo observadas. VS,

vasos sanguineos. HE. 680x.
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5.3 Mensuracao do Espaco Periodontal

Conforme observado na Tabela 3, um aumento significante (p < 0,001) do
espaco periodontal foi observado nos grupos Biodentine, MTA e Sham em
comparacdo ao grupo Controle, em todos os periodos. Nado houve diferencas
significantes no grupo Controle no decorrer do tempo (p > 0,9999).

Aos 7 dias, ndo houve diferenca estatisticamente significante (p = 0,999) entre
0S grupos Biodentine e Sham, mas ambos tiveram valores estatisticamente
superiores quando comparados ao grupo MTA (p = 0,0381 e p = 0,0266,
respectivamente). Diferengas significantes (p = 0,132) entre os grupos Biodentine,
MTA e Sham ndo foram observadas no periodo de 15 dias. Aos 30 dias (p = 0,6944)
e 60 dias (p = 0,9974), ndo houve diferenca significante entre os grupos Biodentine e
MTA enquanto que o grupo Sham apresentou valores estatisticamente superiores a
ambos (p < 0,0001).

O grupo Biodentine ndo mostrou diferencas significantes entre os periodos de
7 e 15 dias (p = 0,5807) e entre os periodos de 30 e 60 dias (p = 0,9996). Em
comparacdo aos 15 dias, uma reducdo significante do espaco periodontal foi
observada neste grupo nos periodos de 30 (p = 0,0099) e 60 dias (p = 0,0132). No
entanto, o periodo de 7 dias néo apresentou diferenca significante quando
comparado aos periodos de 30 (p = 0,1987) e 60 (p = 0,2394) dias.

O grupo MTA apresentou aumento significante (p = 0,002) de 7 dias para 15
dias. Neste grupo, diferencas significantes entre os periodos de 15 e 30 dias nao
foram detectadas (p = 0,292); aos 60 dias, significante reducdo do espaco
periodontal foi observada em comparacédo ao periodo de 15 dias (p = 0,0191). Além
disso, ndo houve diferenca significante (p = 0,8548) entre os periodos de 7 e 60
dias.

No grupo Sham, foi observado aumento progressivo e significante (p <

0,0001) no espaco periodontal no decorrer do tempo.
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Tabela 3 — Espessura do espaco periodontal (mm) nos grupos Biodentine, MTA,
Sham e Controle apos 7, 15, 30 e 60 dias

Biodentine MTA Sham Controle

7 dias 0,684 +0,0792%2? 0,433+0,077 "' 0,696 +0,074 3! 0,126 + 0,029 ¢!
15 dias 0,794 +0,0753' 0,764 +£0,121 22 0,966 + 0,186 2 0,127 + 0,022 P!
30 dias 0,511 +0,06022 0,611 +0,11323%2 1,476 +0,303 "3 0,125+ 0,010 ¢!

60 dias 0,520 + 0,122 22 0,502 + 0,054 2! 1,719+0,363 >4 0,124 + 0,037 ¢!

Valores numéricos representam média + desvio padrao.

Comparacao entre 0s grupos no mesmo periodo € indicada por letras sobrescritas nas linhas; mesma
letra = sem diferenca estatistica.

Comparacao de cada grupo no decorrer do tempo € indicada por niUmeros sobrescritos nas colunas;
mesmo numero = sem diferenca estatistica.

Teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Elaboragéo propria.

5.4 Densidade de Volume de Células Inflamatérias (VvCl) e de Fibroblastos
(VVFDb)

Conforme a Tabela 4, o grupo Controle apresentou 0s menores valores da
VVvCl e os maiores da VvFb em comparacdo aos demais grupos em todos o0s
periodos (p < 0,001). Além disso, diferengas significantes nos valores da VvClI (p 2
0,996) e VvFb (p = 0,6414) nao foram observadas no decorrer do tempo neste
grupo.

Aos 7 dias, a VVvCI foi significantemente maior no grupo Biodentine em
comparacao ao MTA (p < 0,0001), porém foi significantemente menor (p < 0,0001)
qgue no grupo Sham. Quanto a frequéncia de fibroblastos, diferencas significantes
entre 0 grupo Biodentine com os grupos MTA (p = 0,2554) e Sham (p = 0,6404) néo
foram observadas, porém a VvFb do grupo MTA foi significantemente maior que a do
grupo Sham (p = 0,0175). Nos periodos de 15, 30 e 60 dias, diferencas significantes
nao foram detectadas tanto na VvCI (p = 0,1419) quanto na VvFb (p = 0,1928) entre
0s grupos Biodentine e MTA. Além disso, o grupo Sham exibiu valores de VVCI (p <
0,0001) e de VvFb (p =< 0,015) significantemente maiores e menores,
respectivamente, quando comparados aos demais grupos nestes periodos.

Quanto a analise de cada grupo no decorrer do tempo, 0s grupos Biodentine,
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MTA e Sham apresentaram uma reducdo gradual e estatisticamente significante na
VVCI, com diferencas significantes entre todos os periodos (p < 0,0001). Quanto a
VVvFb, um aumento gradativo e significante (p < 0,0064) foi observado nos grupos
Biodentine e MTA de 7 a 30 dias. De 30 para 60 dias, diferencas significantes néo
foram observadas na VvFb nos grupos Biodentine (p = 0,938) e MTA (p = 0,7858). O
grupo Sham nao apresentou diferencas significantes na VvFb entre os periodos de 7
e 15 dias (p = 0,4551) e entre 30 e 60 dias (p = 0,7236); um aumento significante foi
somente observado de 15 para 30 dias (p = 0,0047).

Tabela 4 — Densidade de volume (em porcentagem) de células inflamatérias (VvCl),

fibroblastos (VvFb) e outras estruturas (VvO) nos grupos Biodentine, MTA, Sham e

Controle ap6s 7, 15, 30 e 60 dias

Biodentine MTA Sham Controle

WCI 35,26+2,17231 26,70+3,72P1 4218+1,46¢°' 0,58+0,18 91
é VWFb 1,47+0,842P1 369+1,593l 0,06 £0,09P1 20,51 +0,89 ¢!
" VvO 63,27 £1,92 69,62 + 3,09 57,76 £ 1,54 78,91 £ 0,97
m WCI 23,94+35322 20,90+4,0122 3458+1,7552 0,38+0,14¢°!
§ VWFb 5,48 £ 1,04 a2 7,88 + 3,31 22 1,79+0,63°* 19,36 +2,11 ¢*
- VvO 70,58 + 3,51 71,22 + 2,88 63,62 + 2,02 80,26 + 2,02
m WCI 10,67 +2,4223% 10,10+0,99233 27,28+354b53 0,71+0,27 ¢!
§ VWFb 11,47+2562% 13,14+1,6523% 593+260%% 19,13+1,71¢!
® VvO 77,85+ 2,18 76,76 £ 1,24 66,79 £ 2,77 80,16 + 1,88
m WCI 5,64 1,40 34 583+1,1624 19,65+1,81%4 0,45+ 0,26 ¢!
-.‘.: WFb 12,15+2,602% 14,23+1,933% 7,15+1,33P2 1968+2,17°¢!
© VvO 82,21 +2,40 79,94 + 2,64 73,21 £ 0,97 79,87 £ 2,33

Valores numéricos (em %) representam média + desvio padrao.
Comparacao entre 0s grupos no mesmo periodo € indicada por letras sobrescritas nas linhas; mesma
letra = sem diferenca estatistica.
Comparacao de cada grupo no decorrer do tempo € indicada por nimeros sobrescritos nas colunas;
mesmo numero = sem diferenca estatistica.
Teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaboragéo propria.
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5.5 Deteccao Imuno-Histoquimica de IL-6

A reagdo imuno-histoquimica para deteccdo de IL-6 evidenciou
imunopositividade citoplasmatica (em castanho) nas células inflamatorias e
fibroblastos (Figuras 8A-8G) no ligamento periodontal subjacente a regido de furca.
Aos 7 dias, os grupos Biodentine (Figura 8A) e MTA (Figura 8B) mostraram
moderada imunomarcag¢do em comparagdo ao grupo Sham (Figura 8C). No periodo
de 60 dias, evidente reducdo na imunoexpressao foi observada nos grupos
Biodentine (Figura 8D) e MTA (Figura 8E), enquanto que inumeras ceélulas
imunopositivas estavam ainda presentes no grupo Sham (Figura 8F). No grupo
Controle, alguns fibroblastos do ligamento periodontal e osteoblastos adjacentes a
superficie 6ssea exibiram fraca imunopositividade (Figura 8G). Os cortes incubados
com soro em substituicdo ao anticorpo primario (controle negativo), as células ndo
exibiram positividade (Figura 8H).

De acordo com a Tabela 5, o niumero de células imunopositivas a IL-6 foi
maior significantemente no grupo Biodentine em comparacdo ao MTA, aos 7 (p =
0,0002) e 15 (p = 0,0042) dias. No entanto, diferencas significantes ndo foram
observadas entre estes grupos nos periodos de 30 (p = 0,7274) e 60 (p = 0,9663)
dias. Aos 60 dias, diferencas significantes ndo foram detectadas entre 0s grupos
Biodentine, MTA e Controle. No entanto, o grupo Controle exibiu os menores valores
aos 7, 15 e 30 dias (p < 0,0437); neste grupo, diferenga estatisticamente significante
nao foi detectada no decorrer do tempo (p = 0,9998). Em contraposi¢do, o numero
de células imunopositivas foi maior significantemente (p < 0,0001) no grupo Sham

em comparacao aos demais grupos, em todos os periodos.
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Figuras 8A-8H — Fotomicrografias de porcdes de cortes de maxilas submetidos a
imuno-histoquimica para deteccdo de IL-6 (em castanho) e contracorados com
hematoxilina. As fotomicrografias mostram por¢cdes do ligamento periodontal
subjacente a regiao de furca dos grupos Biodentine (Figuras 8A e 8D), MTA (Figuras
8B e 8E), Sham (Figuras 8C, 8F e 8H) e Controle (Figura 8G) aos 7 dias (Figuras
8A-8C, 8G e 8H) e 60 dias (Figuras 8D-8F). Aos 7 dias, 0s grupos Biodentine (Figura
8A), MTA (Figura 8B) e Sham (Figura 8C) apresentam diversas células
imunopositivas, predominantemente células inflamatérias (Cl) entre alguns
fibroblastos (Fb). Aos 60 dias, poucas células imunopositivas sdo observadas no
ligamento periodontal dos grupos Biodentine (Figura 8D) e MTA (Figura 8E). Note
que intensa imunomarcacao é observada nas células do ligamento periodontal no
grupo Sham aos 60 dias (Figura 8F). A Figura 8G, uma por¢cao do ligamento
periodontal do grupo Controle, mostra poucas células positivas a IL-6; dentre elas,
alguns fibroblastos (Fb) e osteoblastos (Ob). Figura 8H — corte incubado com soro
nao imune em substituicdo ao anticorpo primario (controle negativo) mostra auséncia
de imunorreatividade. E, célula endotelial imunopositiva; VS, vasos sanguineos.
350x.
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Tabela 5 — Numero de células IL-6-positivas/mm? no ligamento periodontal dos

grupos Biodentine, MTA, Sham e Controle apos 7, 15, 30 e 60 dias

Biodentine MTA Sham Controle

7 dias 3431,1 £509,9 &' 22422 +230,6 ! 6017,8 + 1073,9 ¢ 486,7 £ 19,9 41
15 dias 3173,3+208,1 21 22289 + 314,4 b1 4397,8 +556,7 ¢ 477,8 +20,8 9!
30 dias 1468,9 +173,8232 1191,1+71,832 3424,4+720,5% 471,1+18,6¢*

60 dias 813,3+44,022 688,965,722 3013,3+616,2">° 464,4+1833!

Valores numéricos representam média + desvio padrao.

Comparacao entre 0s grupos no mesmo periodo € indicada por letras sobrescritas nas linhas; mesma
letra = sem diferenca estatistica.

Comparacao de cada grupo no decorrer do tempo € indicada por nUmeros sobrescritos nas colunas;
mesmo numero = sem diferenca estatistica.

Teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Elaboragéo propria.

5.6 Osteoclastos TRAP-Positivos na Superficie Ossea

A reacdo histoquimica para deteccdo da enzima TRAP evidenciou
osteoclastos multinucleados exibindo citoplasma positivo a fosfatase acida tartarato-
resistente (em vermelho) na superficie do processo alveolar da regido de furca dos
molares de ratos. No grupo Controle (Figuras 9A e 9B), alguns osteoclastos foram
observados na superficie 0ssea, justapostos as lacunas de Howship (Figura 9B). Em
contraposi¢do, numerosos osteoclastos foram observados proximos a superficie do
processo alveolar inter-radicular dos molares dos grupos Biodentine, MTA e Sham 7
dias apos perfuracédo do soalho da camara pulpar (Figuras 9C-9E). Aos 60 dias, foi
notada uma aparente reducdo na presenca de osteoclastos na superficie do
processo alveolar dos grupos Biodentine e MTA (Figuras 9F e 9G) enquanto que

diversos osteoclastos estavam presentes no grupo Sham (Figura 9H).
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Figuras 9A-9H — Fotomicrografias de cortes sagitais de maxilas submetidos ao
método TRAP e contracorados com hematoxilina dos grupos Controle (Figuras 9A e
9B), Biodentine (Figuras 9C e 9F), MTA (Figuras 9D e 9G) e Sham (Figuras 9E e 9H)
aos 7 dias (Figuras 9A-9E) e 60 dias (Figuras 9F-9H). A Figura 9A exibe poucos
osteoclastos TRAP-positivos (em vermelho) na superficie 6ssea do processo
alveolar (PA). Na Figura 9B, em aumento maior, um osteoclasto multinucleado (N)
exibindo atividade positiva a fosfatase acida tartarato-resistente em seu citoplasma
(em vermelho) esta adjacente a lacuna de Howship (setas) na superficie do 0sso
alveolar (OA). Aos 7 dias (Figuras 9C-9E), diversos osteoclastos (em vermelho) sado
observados no espaco periodontal (EP) préximos a superficie do processo alveolar
(PA). Aos 60 dias, poucos osteoclastos estdo adjacentes a superficie dssea nos
grupos Biodentine (Figura 9F) e MTA (Figura 9G) em comparacao ao grupo Sham
(Figura 9H). LP, ligamento periodontal; MO, medula 6ssea; PF, perfuracao de furca;
LF, lesdo de furca; D, dentina; CP, camara pulpar; CR, canal radicular; C, cemento.
Figuras 9A, 9C-9H: 25x; Figura 9B: 465x.
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De acordo com a Tabela 6, diferencas estatisticamente significantes néo
foram observadas no numero de osteoclastos na superficie do processo alveolar dos
grupos Controle (p = 0,9997) e Sham (p = 0,1638) no decorrer do tempo. Em todos
os periodos, o numero de osteoclastos foi estatisticamente superior no grupo Sham
em comparacgao aos demais grupos (p < 0,0003). Em todos os periodos, 0S grupos
Biodentine e MTA né&o apresentaram diferengas significantes entre si (p = 0,9701).
Nos periodos de 30 e 60 dias, diferencas estatisticamente significantes ndo foram
detectadas entre os grupos Biodentine, MTA e Controle (p = 0,8933).

O numero de osteoclastos nos grupos Biodentine e MTA n&do mostrou
diferencas significantes entre os periodos de 7 e 15 dias (p = 0,845 e p = 0,692,
respectivamente) e de 30 para 60 dias (p = 0,8267 e p = 0,9582, respectivamente);
em contraposi¢cao, reducgdo significante foi observada nos grupos Biodentine (p =
0,0247) e MTA (p = 0,0206) do periodo de 15 para o de 30 dias.

Tabela 6 — Numero de osteoclastos por milimetro de superficie éssea nos grupos
Biodentine, MTA, Sham e Controle apos 7, 15, 30 e 60 dias

Biodentine MTA Sham Controle
7 dias 3,34+0,47 3! 3,31+0,63 21 5,15 + 0,64 b1 1,49 £ 0,24 ¢t
15dias 3,00 +0,67 &1 2,84 +0,87 a1 5,46 + 1,00 b1 1,48 £ 0,19 ¢!
30 dias 1,75+0,742? 1,57 £1,15 a2 5,64 + 0,76 b1 1,46 £ 0,45 at
60 dias 1,39 + 0,34 32 1,35+ 0,33 @2 4,75+ 0,74 b1 1,45+ 0,20 &1

Valores numéricos representam média + desvio padréo.

Comparacao entre 0s grupos no mesmo periodo € indicada por letras sobrescritas nas linhas; mesma
letra = sem diferenca estatistica.

Comparacao de cada grupo no decorrer do tempo é indicada por nimeros sobrescritos nas colunas;
mesmo numero = sem diferenca estatistica.

Teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Elaboragéo propria.

5.7 Numero de Células Imunopositivas ao Osterix na Superficie Ossea

Os cortes submetidos a reacédo imuno-histoquimica para deteccdo de osterix
revelaram osteoblastos imunopositivos justapostos a superficie do processo alveolar
inter-radicular dos molares de ratos de todos os grupos (Figuras 10A-10H). Nos

grupos Biodentine e MTA, uma continua camada de células exibindo forte
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positividade foi observada adjacente a algumas areas do processo alveolar, tanto
aos 7 (Figuras 10A-10B) quanto aos 60 dias (Figuras 10D-10E). No grupo Sham,
poucas células imunopositivas estavam presentes na superficie 6ssea aos 7 dias
(Figura 10C) e aos 60 dias (Figura 10F). Osteoblastos imunopositivos ao osterix
revestindo a superficie do processo alveolar estavam presentes no periodonto do
grupo Controle (Figuras 10G-10H). Os cortes usados como controle negativo da
reacdo imuno-histoquimica ndo apresentaram células imunopositivas (Figura 10I).

A andlise quantitativa (Tabela 7) revelou que no grupo Controle ndo foram
detectadas diferengas significantes (p = 0,9194) no numero de osteoblastos
imunopositivos com o decorrer do tempo. Aos 7 dias, 0 mais alto nimero de células
imunopositivas foi detectado no grupo Biodentine (p < 0,0001), enquanto diferencas
significantes ndo foram observadas entre os grupos MTA e Controle (p = 0,0532).
Aos 15 dias, ndo houve diferenca entre os grupos Biodentine e Controle (p =
0,8519), enquanto o grupo MTA mostrou menor nimero de osteoblastos que ambos
(p < 0,0022). No periodo de 30 dias, o numero de células imunopositivas foi maior
significantemente no grupo Biodentine em comparagédo ao grupo MTA (p = 0,0024) e
ambos em relacdo ao grupo Controle (p < 0,0001). Diferencas significantes entre os
grupos Biodentine e MTA nao foram detectadas (p = 0,3255) no periodo de 60 dias;
neste periodo, ambos apresentaram mais osteoblastos que o grupo Controle (p <
0,0001).
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Figuras 10A-10l — Fotomicrografias de porcdes do periodonto subjacente a regido
de furca dos primeiros molares de ratos dos grupos Biodentine (Figuras 10A e 10E),
MTA (Figuras 10B, 10F, 10H e 10I), Sham (Figuras 10C e 10G) e Controle (Figura
10D). Os cortes foram submetidos a reacdo imuno-histoquimica para deteccdo de
osterix (em castanho) e contracorados com hematoxilina. Os grupos Biodentine e
MTA apresentam aos 7 (Figuras 10A e 10B, respectivamente) e 60 (Figuras 10E e
10F, respectivamente) dias diversos osteoblastos exibindo forte imunopositividade
ao osterix (setas) na superficie do processo alveolar (PA) subjacente as perfuracdes
de furca. Os grupos Sham (Figuras 10C e 10G) e Controle (Figura 10D) apresentam
poucos osteoblastos imunopositivos (setas) na superficie do processo alveolar (PA).
A Figura 10H mostra, em aumento maior, osteoblastos exibindo forte
imunopositividade ao osterix (setas) na superficie do processo alveolar (PA). A
Figura 101 mostra uma por¢do do corte incubado com soro ndo-imune (controle
negativo) com osteoblastos (setas) na superficie 6ssea (PA). VS, vasos sanguineos.
Figuras 10A-10G: 175x; Figuras 10H e 10I: 350x.
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Com relacéo a analise dos dados de cada grupo entre os periodos, diferencas
significantes néo foram observadas no grupo Biodentine entre os periodos de 7, 30 e
60 dias (p =2 0,1212). O grupo MTA mostrou um aumento significante no nimero de
células positivas ao osterix (p < 0,0001) aos 30 e 60 dias em comparacao aos 7 dias.
De 7 para 15 dias, tanto o grupo Biodentine quanto o MTA apresentaram reducéo
estatisticamente significante (p < 0,0001); por outro lado, um aumento significante foi
observado no nimero de células imunopositivas (p < 0,0001) de 15 para 30 dias. De
7 para 60 dias, o grupo Sham apresentou uma reduc¢ao significante (p = 0,0097) no

namero de células osterix-positivas na superficie do processo alveolar.

Tabela 7 — Numero de osteoblastos por milimetro de superficie 6ssea nos grupos
Biodentine, MTA, Sham e Controle apos 7, 15, 30 e 60 dias

Biodentine MTA Sham Controle
7 dias 34,23 +2,58 ! 26,99 + 2,83 b1 9,89 +1,21¢! 23,79+ 2,30 1
15 dias 24,30 +2,27 22 18,75 + 0,80 b2 7,45 + 1,99 ¢1-2 23,32 £2,40 &t
30dias 35,99+1,302' 31,46+2,010b3 6,91 + 1,74 ¢12 23,21 + 1,41 91
60 dias 37,14+1,623' 39,23+2,1934 5,65 + 0,78 b2 22,97 +2,02 ¢!

Valores numéricos representam média + desvio padrao.

Comparacao entre 0s grupos no mesmo periodo € indicada por letras sobrescritas nas linhas; mesma
letra = sem diferenca estatistica.

Comparacao de cada grupo no decorrer do tempo € indicada por nUmeros sobrescritos nas colunas;
mesmo numero = sem diferenca estatistica.

Teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Elaboragéo propria.

5.8 Conteudo de Colageno Birrefringente

No grupo Controle, o ligamento periodontal subjacente a regido de furca dos
molares continha diversos feixes de colageno birrefringente (Figuras 11A e 11B). No
periodo de 7 dias, extensas areas do espaco periodontal subjacente as perfuracdes
nos molares dos grupos experimentais (Biodentine, MTA e Sham) ndo apresentaram
material birrefringente (Figuras 11C-11E). Apds 60 dias ao selamento, as areas nao
birrefringentes no espaco periodontal subjacentes as perfuragcbes dos grupos

Biodentine e MTA apresentaram-se bem delimitadas e aparentemente menores
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(Figuras 11F e 11G) em comparacdo ao periodo inicial (Figuras 11C e 11D). No
grupo Sham, subjacente as perfuracdes foram observadas extensas areas com
auséncia de material birrefringente (Figura 11H).

A andlise quantitativa (Tabela 8) revelou que o grupo Controle, em todos os
periodos, apresentou o contetudo de colageno birrefringente significantemente maior
em comparacdo aos demais grupos (p < 0,0022). Além disso, diferengas
significantes no conteudo de colageno no grupo Controle ndo foram detectadas no
decorrer do tempo (p = 0,317). Nos periodos de 15, 30 e 60 dias, o conteudo de
colageno no grupo Sham foi significantemente menor (p < 0,0012) em comparagao
aos demais grupos.

Aos 7 dias, diferenca significante nao foi verificada entre os grupos Biodentine
e Sham (p = 0,8303). Diferengas significantes nao foram observadas aos 7 dias (p =
0,1205) e 15 dias (p = 0,3908) entre os grupos Biodentine e MTA. No entanto, no
grupo MTA aos 30 dias (p < 0,0001) e 60 dias (p =0,0003) o conteudo de colageno
foi significantemente maior em relacdo ao grupo Biodentine, embora

significantemente menor (p < 0,0001) em comparacéo ao grupo Controle.

Tabela 8 — Conteudo de colageno birrefringente (em porcentagem) nos grupos
Biodentine, MTA, Sham e Controle apos 7, 15, 30 e 60 dias

Biodentine MTA Sham Controle

7dias 0,78 +0,11 &bl 2,24+ 0,88 a1 0,23 +£0,17 b1 27,14 +0,98 ¢!
15 dias 4,41 +0,52 a2 5,44 + 1,54 32 1,89 + 0,77 P! 27,59 + 1,64 ¢t
30 dias 16,21 +0,683% 19,57 +0,77 b3 6,561 + 1,24 ¢?2 27,85 + 1,23 91

60 dias 23,03+0,65%* 2584+0,68°4 10,54+1,83¢% 28,25+0,80 9!

Valores numéricos representam média + desvio padrao.

Comparacao entre 0s grupos no mesmo periodo € indicada por letras sobrescritas nas linhas; mesma
letra = sem diferenca estatistica.

Comparacao de cada grupo no decorrer do tempo € indicada por nimeros sobrescritos nas colunas;
mesmo numero = sem diferenca estatistica.

Teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figuras 11A-11H — Fotomicrografias de cortes sagitais de maxilas dos grupos
Controle (Figuras 11A e 11B), Biodentine (Figuras 11C e 11F), MTA (Figuras 11D e
11G) e Sham (Figuras 11E e 11H) aos 7 (Figuras 11A-11E) e 60 (Figuras 11F-11H)
dias. Os cortes foram corados com picrosirius e analisados com microscopio com luz
polarizada. A Figura 11A mostra o ligamento periodontal (LP) preenchendo o espaco
entre o processo alveolar (PA) e a superficie externa da raiz na regiao de furca do
molar. Iniameros feixes de fibras colagenas birrefringentes (em vermelho-alaranjado)
estdo presentes no ligamento periodontal (LP). O processo alveolar (PA) exibe
evidente birrefringéncia. A Figura 11B, area delimitada em 11A, é uma imagem
representativa da area usada para quantificacdo de colageno birrefringente. Note a
presenca de espessos feixes de colageno birrefringente no ligamento periodontal.
Aos 7 dias (Figuras 11C-11E), pouco material birrefringente € observado no espaco
periodontal (EP) ampliado, na regido subjacente as perfuracbes de furca (PF). O
processo alveolar (PA) reabsorvido apresenta contorno irregular. No periodo de 60
dias, os grupos Biodentine (Figura 11F) e MTA (Figura 11G) apresentam,
subjacentemente a regido de furca (areas em preto), colageno birrefringente. No
grupo Sham (Figura 11H) uma extensa area ndo birrefringente € observada na
regido de furca; esta area estende-se até a superficie do cemento celular (C) do
terco apical da raiz distal, indicando uma lesdo de furca (LF). D, dentina; CP; camara
pulpar. Figuras 11A e 11C-11H: 25x; Figura 11B: 350x.



59

6 DISCUSSAO

A perfuragdo de furca € uma condi¢cdo prejudicial a qual gera danos aos
tecidos periodontais adjacentes devido ao estabelecimento de uma intensa reagéo
inflamatoria. Os nossos resultados indicam que a perda do processo alveolar ocorre
de maneira rapida e independentemente do selamento realizado ou ndo da
perfuracdo do soalho da camara pulpar, uma vez que diferencas significantes nao
foram detectadas no espessamento do espago periodontal entre o0s grupos
experimentais nos periodos de 7 e 15 dias. No entanto, com o decorrer do tempo o
selamento com Biodentine ou MTA exerce um papel significativo na modulacdo da
resposta inflamatéria e da perda éssea do processo alveolar inter-radicular, desde
que diferencas significantes no numero de células inflamatérias e osteoclastos ndo
foram observadas nos grupos Biodentine e MTA em comparacdo ao grupo controle
aos 30 e 60 dias.

No que se refere aos efeitos sistémicos, ndo foram encontrados na literatura
relatos quanto ao estudo de alteragcbes hepéticas e/ou renais induzidas por
Biodentine ou MTA quando utilizados na simulacdo clinica do selamento de
perfuracdes de furca em molares de ratos. De modo geral, os materiais em estudo
nao apresentaram respostas sistémicas adversas em niveis soroldgicos hepaticos,
uma vez que nao houve diferenca significante quando os subgrupos foram
comparados com o padrdo de referéncia. No entanto, o nivel de TGO apresentou-se
mais elevado no grupo MTA aos 60 dias em comparag¢do aos periodos anteriores
deste grupo e também aos demais grupos, semelhantemente ao observado em
estudos prévios com implantacdo deste cimento em subcutaneo de ratos®t192,
Porém, ao contrario de um trabalho préviol%?, nossos resultados mostraram que nao
houve alteracéo nos niveis de TGP no grupo MTA. Ambas as aminotransferases séo
enzimas indicadoras de possivel lesdo ou necrose de hepatécitosi®” 111, Assim, é
provavel que o MTA em contato com o0s tecidos periodontais no selamento de
perfuracdo de furca de molares de ratos possa ter levado ao acumulo de particulas
no figado resultantes da solubilidade destes cimentos. Quanto as func¢des renais, foi
observada maior quantidade de creatinina sérica no grupo Biodentine aos 60 dias.
Além disso, nossos resultados mostraram também maior quantidade de ureia nos
grupos Biodentine e MTA aos 7 dias em comparacdo aos valores de referéncia,

semelhantemente ao observado para o MTA previamente01.102,
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Uma provavel explicacdo para as alteracdes séricas hepaticas e renais pode
ser a liberacédo de metais como o arsénio’*1?8-130 e g aluminio®41% pelos cimentos.
Quando em contato com os fluidos teciduais, metais liberados pelos cimentos podem
se acumular nos Orgdos e, possivelmente, induzir alteragBes estruturais e
bioquimicas!01102.105131,132  Considerando-se que a dose letal de arsénio
administrada oralmente € de 2 a 3 mg/kg de peso corporal, a dose toxica para um
adulto de 70 kg seria de 140 a 210 mg*33; uma vez que menos de 1 g de cimento é
utilizado rotineiramente no selamento de perfuracbes de furca, a quantidade de
arsénio liberada pelo MTA'?8 é muito menor que a dose téxica. Apesar de os dados
encontrados em modelos animais ndo poderem ser imediatamente extrapolados
para a pratica clinica, estes resultados preliminares podem conduzir ao futuro estudo
da toxicidade dos materiais reparadores em humanos.

No presente estudo, o Biodentine induziu intensa resposta inflamatéria no
ligamento periodontal subjacente as perfuracbes, com numero de células
inflamatodrias significantemente maior em comparacdo ao MTA. Uma reacdo
inflamatdria inicial mais acentuada deste cimento em comparagcdo ao MTA foi
também reportada em implantes no subcutaneo de ratos?’83, Esta reacdo tecidual
distinta inicialmente tem sido atribuida a composi¢do quimica e propriedades fisico-
guimicas destes materiais levando a uma resposta imuno-inflamatoria diferencial do
hospedeiro.

Apesar de ambos 0s materiais serem compostos principalmente por silicato
tricalcico’, o radiopacificador do Biodentine é o 6xido de zirconio®, enquanto o do
MTA é o 6xido de bismuto??. O cimento Portland (CP) associado ao 6xido de zirconio
induz uma reacao inflamatéria menor em comparacdo ao CP associado ao 6xido de
bismuto indicando, portanto, que o éxido de zirconio proporciona menor agressao
aos tecidos®2. Assim, ndo é provavel que o radiopacificador do Biodentine seja
responsavel pela maior intensidade inicial da resposta inflamatéria. No entanto, o
liquido do Biodentine € composto por agua destilada, cloreto de célcio e um polimero
hidrossoltvel com efeito redutor de agua’®8, enquanto que o liquido do MTA é agua
destilada3®'32, Ha evidéncia de que o cloreto de célcio, um acelerador da reacdo de
presa®, adicionado ao MTA reduz a viabilidade e adesédo de células da linhagem
MG-63 de osteossarcoma humano?®34. Deste modo, a composicdo do liquido do
Biodentine pode ser responsavel, pelo menos em parte, pela reacao inflamatoria

mais intensa no periodo de 7 dias.
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Além disso, o Biodentine apresenta maior solubilidade no periodo de 7 dias
apos a reacdo de presa em comparagdo ao MTA3136 Qs efeitos bioldgicos dos
cimentos a base de silicato de calcio sdo devidos a sua dissolugdo superficial
quando expostos a fluidos biol6gicos, resultando na liberacdo de ions por difusdo no
meio extracelular e afetando diversos tipos celulares com potencial impacto do
desenvolvimento de fenétipos especificos'®’. As particulas liberadas e os ions
difundidos nos tecidos estimulam a liberacdo de citocinas e o recrutamento de
células inflamatérias para o local agredido®°8. Dentre as diversas citocinas pro-
inflamatorias, ha evidéncia de que a IL-6 exerce um papel importante na instalacéo
da reacédo inflamatéria ao estimular a quimiotaxia de neutréfilos3. O processamento
proteolitico do receptor IL-6R pelos neutrofilos recrutados induz a trans-sinalizagao
de IL-6 em células residentes dos tecidos, consequentemente levando a uma
supressdo do recrutamento de neutréfilos e aumento do recrutamento de
mondcitos3139,

A forte correlacdo positiva encontrada entre a reducao da reacgao inflamatéria
e a imunoexpressado para IL-6 nas capsulas adjacentes aos implantes de Biodentine
e MTA no subcutaneo de ratos?’ indica que esta citocina constitui um dos
parametros que refletem a intensidade do processo inflamatorio. Além de exercer um
papel modulador do processo inflamatério, a IL-6 € uma citocina envolvida no
processo de reabsorcdo 6sseal?>'40, A IL-6 estimula a formacdo e atividade de
osteoclastos na lesdo periapical'*~44, na doenca periodontal?>145-14% e na artrite
reumatoide’®®-1%3, Nossos resultados mostraram que nos periodos iniciais o
Biodentine induziu maior imunoexpressdao de IL-6 em comparacdo com o MTA,
semelhantemente ao observado em relacdo ao nimero de células inflamatérias. No
entanto, ambos os grupos apresentaram nitida redu¢do na imunoexpressao para IL-
6 paralelamente a reducédo do numero de células inflamatorias no decorrer do tempo.
Estes dados séo similares ao previamente reportado pelo nosso grupo na analise da
biocompatibilidade destes cimentos em subcutaneo de ratos?’.

A quantidade pronunciada de osteoclastos explicita a intensa reabsorcao
0ssea na regido de furca dos molares com perfuragdo do soalho da camara pulpar,
levando a perda do processo alveolar e, consequentemente, ao espessamento do
espaco periodontal nos periodos iniciais. Embora diferencas significantes nao
tenham sido detectadas no numero de osteoclastos entre 0os grupos Biodentine e

MTA, nossos resultados mostraram que a perda éssea observada no grupo
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Biodentine foi inicialmente mais rapida e significante em comparacéo ao grupo MTA.
De fato, aos 7 dias o espaco periodontal dos molares do grupo Biodentine
apresentou-se maior significantemente em comparagao ao grupo MTA. Assim, estes
resultados sugerem que o MTA deve pelo menos em parte inibir a atividade
reabsortiva dos osteoclastos.

Considerando que diferencas significantes ndo foram detectadas na
quantidade de osteoclastos, € possivel que a perda déssea mais evidente observada
no grupo Biodentine aos 7 dias seja reflexo de uma maior atividade reabsortiva dos
osteoclastos deste grupo. Ha evidéncias de que o tamanho dos osteoclastos bem
como 0 numero de nucleos por célula e a relacdo da superficie de contato do
osteoclasto/superficie 0ssea sdo parametros diretamente associados com sua
atividade reabsortiva'>*1>, Portanto, é possivel que a perda éssea mais acentuada
no grupo Biodentine seja em decorréncia de diferencas estruturais e funcionais dos
osteoclastos que refletiram em sua atividade reabsortiva.

A IL-6 produzida e liberada pelas células inflamatorias, células endoteliais,
fibroblastos e osteoblastos estimula a producdo de RANKL'?5140.156 g qual, quando
acoplado ao receptor RANK presente nos precursores de osteoclastos, estimula a
fusdo e diferenciacdo destes assumindo, portanto, um papel fundamental na
formacdo e diferenciacdo de osteoclastos!?>157:158  Considerando que a alta
imunoexpresséao para IL-6 foi acompanhada pelo aumento significante no nimero de
osteoclastos TRAP-positivos na superficie do processo alveolar nos periodos de 7 e
15 dias, € possivel sugerir que a reabsorcdo do processo alveolar subjacente as
perfuracdes do soalho da camara pulpar é mediada pela IL-6. Esta ideia é refor¢cada
desde que no grupo Sham, aos 60 dias, o elevado numero de células IL-6-
imunopositivas foi acompanhado pela marcante presenca de osteoclastos,
culminando com um aumento significante do espaco periodontal.

Adicionalmente, nossos resultados indicam que houve diminuicdo da
reabsorcédo do processo alveolar subjacente aos molares selados com os materiais
reparadores, desde que ndo houve diferenca significante no nimero de osteoclastos
entre 0s grupos Biodentine, MTA e Controle aos 30 e 60 dias. A regressao do
infiltrado inflamatério e da imunoexpresséo de IL-6 no decorrer do tempo nos grupos
Biodentine e MTA devem ser responsaveis pela reducdo no nimero de osteoclastos
e, consequentemente, pela diminuicdo na reabsorcdo Ossea. Além disso, a

significante redugcé@o na espessura do espaco periodontal nos grupos Biodentine e
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MTA detectada aos 60 dias, em comparacao aos 15 dias, indica que a diminuicdo da
reabsorcdo 0ssea foi acompanhada pela neoformacéo de matriz 6ssea no processo
alveolar inter-radicular. De fato, um aumento expressivo no nimero de osteoblastos
imunopositivos ao osterix foi observado na superficie 6ssea do processo alveolar
nos grupos Biodentine e MTA, em relacdo aos grupos Controle e Sham.

O osterix possui papel fundamental na formacgdo 6ssea'®®, uma vez que é um
fator de transcricdo da diferenciacdo e atividade de osteoblastos!®?16l, Dessa
maneira, 0 Biodentine e o MTA induzem a diferenciagdo e a atividade de
osteoblastos exibindo, portanto, um potencial osteogénico. Embora, aos 60 dias, nos
grupos Biodentine e MTA o0 espaco periodontal ainda estivesse ampliado em
comparacao com o grupo Controle, a persisténcia da alta expresséo de osterix e a
baixa quantidade de osteoclastos indicam que os tecidos periodontais estavam em
processo de reparo.

Héa evidéncias de que o Biodentine e o MTA induzem a reparacédo de tecidos
mineralizados, estimulando a proliferacdo vascular e a diferenciacdo celulart®162.163,
Células pulpares de dentes humanos cultivadas com Biodentine e MTA
apresentaram um aumento na liberacdo de fator de crescimento transformante 3-1
(TGF-B1)°, o qual estimula a diferenciacdo de osteoblastos!®4. Células Saos-2
exibiram expressdo acentuada de proteina morfogenética éssea 2 (BMP-2), fator
também envolvido na diferenciacdo de osteoblastos, quando foram cultivadas com
Biodentine e MTA®. A proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos podem ser
induzidas tanto por altos niveis de célcio extracelular'®-168 quanto pela alcalinidade
do meiol®®170, Este potencial osteogénico tem sido atribuido a liberagdo de ions
célcio*®1™ e ao pH alcalino'’172 dos cimentos a base de silicato de calcio. E
possivel que a maior quantidade de célcio liberada pelo Biodentine em comparacgao
ao MTA? possa explicar o nimero significantemente maior de osteoblastos osterix-
imunopositivos na superficie 6ssea aos 7, 15 e 30 dias neste grupo. Aos 60 dias, 0
namero elevado de osteoblastos concomitante ao numero reduzido de osteoclastos
sugere que o Biodentine e o MTA usados no selamento de perfuracées de furca
estimulam a diferenciacdo de osteoblastos e, consequentemente, a formagcdo 6ssea
do processo alveolar, favorecendo, portanto, o reparo dos tecidos periodontais. De
fato, a significante reducdo da espessura do espaco periodontal nos grupos
Biodentine e MTA aos 60 dias em comparacao ao periodo de 15 dias suporta esta

ideia.
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O aumento significante na frequéncia de fibroblastos e do conteddo de
colageno birrefringente concomitantemente a significante reducdo no numero de
células inflamatorias no espacgo periodontal dos grupos Biodentine e MTA apontam
para uma reorganizacdo do ligamento periodontal. Estudos usando culturas de
fibroblastos em contato com o Biodentine e com o MTA tém demonstrado baixa
citotoxicidade, possibilitando a proliferacédo e adeséao celular®®1/3-177, Fibroblastos do
ligamento periodontal humano em contato com MTA apresentaram um aumento da
expressdo do gene COL 1178, sugerindo que este cimento deve estimular a formacgéo
de colageno tipo I. O MTA usado no selamento de perfuracdes de furca em molares
de ratos favoreceu a regressédo do processo inflamatério inicialmente instalado no
espaco periodontal e estimulou a formacao de feixes de colageno!®. Em subcutaneo
de ratos, o MTA também induz a proliferacdo de fibroblastos e, consequentemente, a
formacdo de uma capsula delgada de colageno?®. No presente estudo, o aumento
significante de fibroblastos e de colageno foi acompanhado pela reducéo significante
de células inflamatérias, indicando que os materiais a base de silicato de célcio, no
decorrer do tempo, devem inibir a liberacdo de citocinas proé-inflamatérias, dentre
elas a IL-6, contribuindo para a regressdo do processo inflamatorio.
Concomitantemente, o Biodentine e o MTA estimulam a expressao de fatores que
atuam na proliferacdo e diferenciacdo celular, promovendo a neoformacdo de
componentes estruturais dos tecidos, dentre eles o colageno.

O tratamento mais indicado de perfuracdes € o selamento imediato com um
material biocompativel o qual seja insoluvel frente aos fluidos teciduais e também
que permita a regeneracéo dos tecidos adjacentes'®. Nossos dados corroboram que
o selamento das perfuracbes com ambos 0s cimentos a base de silicato tricalcico
possibilitou uma modulacdo da resposta inflamatéria no decorrer do tempo. Sem
adequado selamento da perfuracdo, como observado no grupo Sham, esta
complicagdo provoca a destruicdo continua dos tecidos de suporte do dente,
levando a potencial perda do elemento dentario. Além da reacao inflamatéria, nos
periodos iniciais € nitida a desorganizacao dos tecidos periodontais e a exacerbada
desestruturacdo do contetudo de coladgeno, evidenciadas pela intensa reducdo da
porcentagem de coladgeno birrefringente nos grupos submetidos as perfuragdes. No
decorrer do tempo, a regressao do processo inflamatério e o aumento da quantidade
de fibroblastos com consequente sintese de colageno, como observado nos n0ssos

resultados, sdo indicativos da compatibilidade biolégica dos cimentos?®179.180  além
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da tendéncia ao reparo dos tecidos periodontais.

Nos periodos de 30 e 60 dias ndo houve diferenca significante entre ambos
0s cimentos de maneira geral, sugerindo que a reacao dos materiais antes da presa
levou a uma resposta tecidual mais acentuada. Ambos o0s cimentos apresentam
solubilidade semelhante a partir de 30 dias’®®, o que pode justificar a auséncia de
diferenca na resposta bioldgica a estes materiais nos periodos de 30 e 60 dias. Além
disso, com o passar do tempo, 0s grupos tratados com estes materiais apresentaram
significante reducdo de osteoclastos, concomitantemente ao elevado numero de
osteoblastos, indicando que a neoformacao 0ssea nha regido de furca deve ser mais
expressiva que a destruicdo. Esta ideia é reforcada desde que aos 60 dias uma
reducado significante do espaco periodontal foi observada nos grupos Biodentine e
MTA em comparacdo aos periodos iniciais. Estes achados sdo compativeis com a

condicao de reparo tecidual almejado no selamento de perfuracdes de furca.
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7 CONCLUSAO

e Os dados bioquimicos indicam que Biodentine e MTA nao devem induzir
alteracdes hepaticas no decorrer do tempo. Por outro lado, a alteracdo na
concentracdo de creatinina no grupo Biodentine sugere que este cimento

pode promover alteracdes renais;

e As perfuracbes do soalho da camara pulpar causam intensa agressao ao
periodonto subjacente, mas o0s materiais reparadores foram capazes de

amenizar 0s danos aos tecidos periodontais;

e Biodentine e MTA modulam a resposta imunoinflamatéria no decorrer do

tempo;

e Com o decorrer do tempo, ambos os cimentos reduzem o numero de
osteoclastos e, consequentemente, diminuem a reabsor¢cdo 6ssea ha regiao

interradicular;

e Biodentine e MTA estimulam a diferenciacdo de osteoblastos favorecendo a

formacao 6ssea no processo alveolar inicialmente reabsorvido.
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