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“Foi quando [Alice] se surpreendeu, ao ver o Gato Inglês sentado num galho de 

árvore a pouca distância dali. O Gato apenas sorriu quando viu Alice. 

[...] 

– Você poderia me dizer, por gentileza, como é que eu faço para sair daqui?

– Isso depende muito de para onde você pretende ir – disse o Gato.

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

– Então, pouco importa o caminho que você tome – disse o Gato.

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

melhor. 

– Ah, então certamente você chegará lá se continuar andando bastante... –

respondeu o Gato.” 

Alice no País das Maravilhas (Lewis Carroll)1, p.74 



Fonseca TS. Reação do periodonto e parâmetros bioquímicos sistêmicos em 
resposta ao selamento de perfurações de furca de molares de ratos com Biodentine 
e MTA [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 
2018. 

RESUMO 
Biodentine é um cimento reparador à base de silicato tricálcico com indicações 
semelhantes ao MTA. O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta do periodonto 
ao selamento de perfurações de furca em molares de ratos com Biodentine ou MTA 
e as possíveis alterações séricas em marcadores de atividade hepática e renal. As 
perfurações realizadas nos primeiros molares da maxila direita de 60 ratos foram 
preenchidas com Biodentine, MTA ou algodão (Sham). As maxilas contralaterais do 
grupo Sham foram utilizadas como grupo Controle. Após 7, 15, 30 e 60 dias, o 
sangue foi coletado e as maxilas foram fixadas e incluídas em parafina (n=5). A 
partir do soro foram mensurados ou níveis de transaminase glutâmico-oxalacética 
(TGO), transaminase glutâmico-pirúvica (TGP), ureia e creatinina. O sangue de 5 
animais sem qualquer procedimento foi coletado para mensurar os padrões 
sorológicos de referência. O espaço periodontal (EP), densidade de volume de 
células inflamatórias (VvCI) e de fibroblastos (VvFb) e o número de osteoclastos 
TRAP-positivos foram obtidos. Interleucina-6 (IL-6) e osterix foram detectados por 
imuno-histoquímica. O conteúdo de colágeno birrefringente foi quantificado a partir 
de cortes corados com picrosirius. Os dados foram submetidos à ANOVA e ao teste 
Tukey (p≤0,05). Diferenças significantes nos níveis séricos de TGO (p≥0,1258) e 
TGP (p≥0,5827) não foram detectadas nos grupos Biodentine, MTA e Sham em 
comparação aos níveis de referência. Aos 7 dias, a concentração de ureia sérica foi 
significantemente maior nos grupos Biodentine e MTA em comparação aos níveis de 
referência (p=0,0166). Um nível mais alto de creatinina sérica no grupo Biodentine 
aos 60 dias foi detectado em comparação aos valores de referência (p=0,0222). Aos 
7 dias, os altos valores de VvCI, células IL-6-positivas e número de osteoclastos 
foram acompanhados por reduzido conteúdo de colágeno no EP alargado dos 
grupos experimentais. Em todos os períodos, VvCI, número 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 7º ao 60º dia, significante redução de VvCI, 
expressão de IL-6 e osteoclastos foi acompanhada por significante aumento de 
VvFb, osteoblastos e conteúdo de colágeno nos grupos Biodentine e MTA. Aos 60 
dias, diferenças significantes em VvCI, espessura do LP, imunoexpressão de IL-6 e 
número de osteoclastos e osteoblastos não foram detectadas entre Biodentine e 
MTA (p≥0,3255). Aos 30 e 60 dias, o número de osteoblastos osterix-positivos foi 
significantemente mais alto nos grupos Biodentine e MTA que no grupo controle 
(p<0,0001) enquanto diferenças significantes no número de osteoclastos não foram 
observadas (p≥0,8933). A análise bioquímica sugere que Biodentine e MTA não 
induzem mudanças hepáticas no decorrer do tempo. No entanto, é possível que 
mudanças renais sejam promovidas por Biodentine. Apesar da reação inflamatória e 
reabsorção óssea iniciais, o selamento de perfurações de furca com Biodentine e 
MTA promovem condições para o reparo periodontal. 

Palavras-chave: Endodontia. Doença iatrogênica. Teste de materiais. Periodonto. 
Análise química 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 (VvIC) 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 quantified 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 VvIC, 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 
VvIC, 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. Iatrogenic disease. Materials testing. Periodontium. Blood 
chemical analysis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Perfurações endodônticas são comunicações artificiais entre a câmara 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 lesão cariosa e estão entre as mais comuns complicações 

relacionadas ao tratamento endodôntico2,3. Este acidente pode ser prevenido com a 

adoção de princípios básicos inerentes à abertura coronária, como a completa 

remoção de teto da câmara pulpar, adequada limpeza com remoção de restaurações 

e de tecido cariado e modelagem com fresas em sentido coronário sem realizar 

movimentos bruscos em direção apical. 

 Uma vez não tratadas adequadamente, estas falhas podem resultar em baixo 

prognóstico e subsequente perda do elemento dentário4,5. O prognóstico para dentes 

perfurados é determinado pela localização da perfuração, o tempo decorrido desde o 

acidente até o tratamento, a capacidade de se obter selamento da perfuração e a 

acessibilidade dos canais radiculares remanescentes para a finalização do 

tratamento endodôntico. Quanto mais próxima a perfuração estiver do sulco 

gengival, principalmente no terço cervical radicular ou na região de furca, maior a 

probabilidade de migração apical do epitélio gengival iniciando uma lesão 

periodontal6. O potencial de reparo é drasticamente reduzido em dentes com 

presença de contaminação no sítio das perfurações7. 

 Quando ocorre perfuração do soalho da câmara pulpar atingindo o processo 

alveolar, o ligamento periodontal e o tecido ósseo são destruídos em intensidade 

variada, dependendo da extensão da comunicação, instalando-se um processo 

inflamatório nos tecidos2,3,8. O tecido periodontal inflamado pode invaginar para o 

interior da câmara pulpar a partir da trajetória da perfuração e formar um pólipo com 

pedículo aderido ao ligamento periodontal2,8–10. A ausência de tratamento desta 

perfuração permite a contaminação via meio bucal, determinando a progressão do 

processo inflamatório, o qual leva a uma maior destruição óssea do processo 

alveolar2,5,9–11, além de possivelmente levar à perda do dente5,12. 

 Cimentos reparadores à base de silicato de cálcio têm sido considerados os 

biomateriais de escolha para o selamento de defeitos dentinários com comunicações 

entre a cavidade pulpar e o ligamento periodontal12–19. O exemplo mais conhecido, 

utilizado e estudado desta categoria de materiais é o mineral trióxido agregado 
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(MTA), pioneiramente proposto para o selamento de perfurações radiculares 

laterais20. Outros materiais à base de silicato de cálcio também têm sido propostos, 

como o Biodentine (Septodont® Inc., Saint Maur des Fossés, Île-de-France, França). 

Para avaliar a resposta do ligamento periodontal após o selamento de perfurações 

de furca, este procedimento pode ser realizado em molares de ratos15. É necessário 

compreender a composição e os efeitos induzidos por estes materiais quando 

aplicados para a resolução desta complicação do tratamento endodôntico. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 O objetivo geral deste estudo foi avaliar a reação tecidual causada pelo 

Biodentine e MTA no selamento de perfurações do soalho da câmara pulpar de 

molares de ratos. Além disso, foi nosso objetivo avaliar se o Biodentine e o MTA 

causam alterações sistêmicas. 

 Os objetivos específicos foram avaliar: 

• Se estes cimentos induzem alterações sistêmicas em marcadores 

séricos das funções hepática e renal; 

• Os danos aos tecidos periodontais subjacentes às cavidades seladas 

com Biodentine e MTA; 

• A interferência do Biodentine e MTA na instalação e evolução do 

processo inflamatório provocado pelas perfurações na região de furca; 

• Se estes materiais interferem no processo de reabsorção óssea do 

processo alveolar inter-radicular subjacente às perfurações; 

• Se estes materiais apresentam atividade osteogênica quando aplicados 

no selamento de perfurações. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Mineral Trióxido Agregado 

 

 O MTA Angelus Branco (Angelus Indústria de Produtos Odontológicos Ltda., 

Londrina, PR, Brasil) é um pó branco constituído de partículas hidrofílicas, composto 

por silicato tricálcico, silicato dicálcico, aluminato tricálcico, óxido de cálcio, dióxido 

de silício, óxido de alumínio e, como radiopacificador, óxido de bismuto21,22. Por suas 

adequadas propriedades biológicas15,16,23–28, baixa citotoxicidade29,30 e boas 

propriedades físicas, químicas e mecânicas31, o MTA tem sido o material mais 

indicado para diferentes situações clínicas14,32,33, incluindo capeamento pulpar14,33–38, 

pulpotomia14,33,35,39,40, apicificação14,33,41, retrobturação em cirurgias 

parendodônticas14,33,42 e selamento de comunicações entre a cavidade pulpar e os 

tecidos periodontais tais como reabsorções internas e externas e perfurações 

radiculares e de furca7,14–16,20,33. 

 Quando o MTA é hidratado, as partículas de silicato de cálcio se convertem 

em um gel coloidal o qual se cristaliza, resultando em sua oportuna e desejável 

capacidade seladora43,44. O cálcio liberado durante a reação de hidratação do 

silicato de cálcio precipita-se como hidróxido de cálcio, o qual forma hidroxiapatita na 

superfície do material ao reagir com fluidos tissulares44 e proporciona um pH alcalino 

ao MTA, de aproximadamente 10,34 após 24 horas e 9,69 após 28 dias de presa45. 

Partículas birrefringentes sob luz polarizada ficam dispersas pelo tecido quando este 

material é implantado no subcutâneo de ratos46,47; é sugerido que estas granulações 

seriam cristais de calcita formados a partir da reação do cálcio derivado do hidróxido 

de cálcio com o gás carbônico e os íons fosfato tissulares23,46,48. Assim, a 

bioatividade do MTA é atribuída à formação de cristais de apatita quando em contato 

com soluções fisiológicas23,49–51. 

 Ao entrar em contato com tecidos, o MTA induz o recrutamento de células 

inflamatórias a partir dos vasos sanguíneos, levando inicialmente a um processo 

inflamatório moderado nos tecidos adjacentes24,26–28,45,52,53 e estimulando também a 

produção e secreção de citocinas moduladoras da inflamação54. Uma gradativa 

redução no número de células inflamatórias em resposta ao MTA ocorre no decorrer 

do tempo15,26–28,45, indicando a compatibilidade biológica deste cimento reparador. O 

MTA possivelmente interfere na homeostase tecidual ao inibir ou induzir a secreção 



 18 

de citocinas pelas células do tecido conjuntivo quando em contato com estes 

tecidos. Assim, a interação hospedeiro-material envolve mecanismos moleculares e 

constitui possíveis vias fundamentais à resposta biológica, tanto na reação 

inflamatória quanto no processo de reparo tecidual. 

 Apesar de suas vantagens, o MTA apresenta longo tempo de presa55,56 e é de 

difícil manuseio por possuir consistência arenosa, a qual dificulta a inserção e a 

condensação no local adequado32,33; pode, ainda, alterar a cor da estrutura 

dentária57,58. Além disso, o óxido de bismuto, radiopacificador utilizado neste 

material, pode ocasionar uma redução da resistência de compressão e aumento da 

porosidade do material59,60; também já foi reportado que o óxido de bismuto inibe a 

proliferação celular61. Assim, outros radiopacificadores têm sido estudados em 

substituição ao óxido de bismuto, como o óxido de zircônio26,52,62–64. Considerando 

as boas propriedades dos cimentos à base de silicato de cálcio e em busca de 

contornar as adversidades inerentes ao MTA, diversos materiais alternativos têm 

sido propostos. 

 

3.2 Biodentine 

 

 Biodentine (Septodont® Inc., Saint Maur des Fossés, Île-de-France, França) é 

um cimento à base de silicato de cálcio considerado um substituto dentinário 

bioativo17,65–69 com propriedades mecânicas semelhantes à dentina67 e que pode ser 

utilizado tanto na coroa quanto na raiz dentária, com indicações semelhantes às do 

MTA17,49,50,65,70. Comercialmente, este cimento é disponibilizado na forma pó-líquido. 

Seu pó é composto por silicato tricálcico, silicato dicálcico, óxido de cálcio, óxido de 

ferro, carbonato de cálcio e, como agente radiopacificador, óxido de zircônio, 

enquanto o líquido é uma solução aquosa com cloreto de cálcio e policarboxilato, o 

qual atua como surfactante17,22,50,68,71. O principal constituinte é o silicato tricálcico, 

manufaturado pelo fabricante com a tecnologia de silicato bioativo (Active Biosilicate 

TechnologyTM, no original em inglês), garantindo alto grau de pureza do material68,72. 

O carbonato de cálcio adicionado ao pó aumenta a disponibilidade de cálcio do 

material17,71. O policarboxilato presente no líquido é um polímero hidrossolúvel 

surfactante o qual reduz a quantidade de água necessária, além de possibilitar uma 

mistura mais homogênea17,68,73. 

 Biodentine possui indicações tanto em Dentística quanto em Endodontia, ou 
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seja, pode ser utilizado para restaurações temporárias em esmalte e definitivas em 

dentina17,65,74,75, forramento de cavidades profundas17,65,76, restaurações cervicais e 

radiculares17,75,76, capeamento pulpar direto e pulpotomia17,35,36,38,39,77, 

apicificação68,73,78, obturação retrógrada em cirurgias parendodônticas17,22,79,80 e 

selamento de comunicações entre a cavidade pulpar e o ligamento periodontal, 

como reabsorções internas e externas e perfurações radiculares e de furca17,19,81,82. 

A consistência cremosa17 deste cimento permite uma utilização clínica mais 

simplificada quando comparada ao aspecto arenoso do MTA. 

 Biodentine tem demonstrado adequada resposta biológica in vivo, comparável 

ao MTA. Apesar de induzir moderada reação inflamatória quando inicialmente em 

contato com tecido subcutâneo de ratos, Biodentine apresenta significante redução 

desta resposta a longo prazo de modo semelhante ao MTA27,83. Quando inserido em 

cavidades confeccionadas em tíbias de coelhos, Biodentine apresentou atividade 

osteoindutora e mineralizadora, com neoformação óssea após 30 dias84. Em tecido 

pulpar, Biodentine induz proliferação celular e expressão de sialoproteína dentinária 

e osteopontina36. Além disso, estimula a formação de barreira de tecido mineralizado 

no tecido pulpar após capeamento pulpar direto35,85–87 e pulpotomia35,39,85. Estudos in 

vitro também reportaram biocompatibilidade de Biodentine com osteoblastos88–90 e 

fibroblastos do ligamento periodontal91,92. Estudos clínicos também confirmam que 

este cimento é capaz de induzir a formação de barreira de tecido mineralizado em 

dentes humanos38,93. 

 Não há, atualmente, um material com todas as características desejadas para 

o tratamento de comunicações entre a cavidade pulpar e o periodonto adjacente. 

Assim, busca-se um biomaterial que promova um ambiente favorável ao processo de 

reparo tanto do tecido conjuntivo quanto do tecido ósseo, ao modular o curso da 

resposta inflamatória e estimular a liberação de fatores de crescimento, favorecendo, 

como resultado, o reparo tecidual. Para tanto, é fundamental que o biomaterial seja 

biocompatível94,95. 

 

3.3 Biocompatibilidade 

 

 A biocompatibilidade é a habilidade de um biomaterial exercer suas funções 

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

tecidos hospedeiros e, ao mesmo tempo, estimular uma resposta celular e tecidual 
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que permita a restituição estrutural e funcional dos tecidos ou sua reparação94, 

sendo, portanto, considerada um dos requisitos fundamentais na avaliação de um 

material endodôntico96,97. Um biomaterial a ser aplicado em situações clínicas não 

deve apenas ser inofensivo ao hospedeiro, como também deve, preferencialmente, 

induzir uma resposta minimamente favorável à situação clínica para a qual foi 

planejado94. Materiais biologicamente incompatíveis podem induzir injúrias químicas 

aos tecidos, levando ao retardo do potencial de reparo destas áreas, além de 

intensificar o processo inflamatório previamente instalado, como lesões dos tecidos 

perirradiculares, prejudicando os índices de sucesso do tratamento97. Há três níveis 

de testes para avaliação de compatibilidade biológica de materiais odontológicos97: 

os testes primários, com análise in vitro, como o teste de citotoxicidade; os testes 

secundários, de avaliação in vivo, como implantação óssea ou subcutânea; e os 

testes de aplicação clínica, onde são utilizados modelos animais para simulação de 

aplicação dos materiais segundo as recomendações de uso clínico. 

 Quando utilizados para o selamento de perfurações radiculares ou de furca, 

os cimentos reparadores permanecem em contato com o tecido conjuntivo do 

ligamento periodontal por período indeterminado, ou seja, pelo tempo em que o 

dente for mantido em função na cavidade bucal. Para compreender os mecanismos 

que conduzem o processo de biocompatibilidade, é importante analisar as 

propriedades físicas, químicas e biológicas da interface de contato entre o 

biomaterial implantado e os tecidos do hospedeiro16,32,94,98–100. Deste modo, a 

análise dos tecidos periodontais adjacentes a perfurações de furca é primordial para 

compreender a reposta biológica dos cimentos reparadores e também seus 

possíveis efeitos induzidos durante o selamento, assim como as consequências da 

ausência de tratamento deste acidente endodôntico. Além disso, devido ao contato 

destes materiais com o sangue, é importante observar também se os cimentos 

induzem ou não efeitos adversos em nível sistêmico101–105. 

 

3.4 Reações sistêmicas 

 

 O fígado está envolvido em diversas funções do corpo e é o principal local 

para biotransformação e remoção de macromoléculas da corrente sanguínea106, feita 

através do sistema reticuloendotelial hepático, o qual é composto por capilares 

sinusoides e macrófagos conhecidos como células de Kupffer107. As células de 
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Kupffer liberam citocinas como interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), fator de 

necrose tumoral α (TNF-α), fator de crescimento transformante β (TGF-β) e 

interferon γ (IFN-γ) e sua principal função é remover partículas advindas pelo 

sistema porta hepático108. A resposta destas células a patógenos ou xenobióticos 

pode contribuir com lesões hepáticas por levar a danos aos hepatócitos106,107,109. 

Ensaios pré-clínicos de toxicidade hepática devem incluir biomarcadores 

mensuráveis a partir de amostras obtidas em procedimentos não invasivos, como 

coleta de sangue110. 

 Os testes bioquímicos de rotina para assegurar a função hepática incluem a 

mensuração dos níveis séricos das enzimas transaminase glutâmico-oxalacética 

(TGO) e transaminase glutâmico-pirúvica (TGP)101–103,106,110–113. A TGO está 

localizada tanto no citosol quanto nas mitocôndrias, enquanto a TGP está localizada 

exclusivamente no citosol dos hepatócitos111. Danos na membrana celular de 

hepatócitos levam à liberação de enzimas intracelulares para a corrente sanguínea, 

elevando os níveis séricos de TGO e TGP114. Ambas são sensíveis indicadores de 

lesão celular hepática, de modo que são bastante úteis no diagnóstico de alterações 

hepáticas como hepatites ou hepatotoxicidade110,114,115. No entanto, apesar da alta 

sensibilidade, ambas as enzimas são inespecíficas110,111,114. Além do fígado, a TGO 

pode ser encontrada também no coração, músculo esquelético, rins, pâncreas, 

pulmões, leucócitos e hemácias111; a elevação de sua atividade está relacionada à 

toxicidade hepática, mas também a danos nos músculos cardíaco e esquelético110. A 

TGP, apesar de ser um biomarcador de lesão hepática com especificidade maior 

que a TGO111, também está presente em menores quantidades nos rins, coração e 

músculo esquelético111 e pode ser um indicador de necrose muscular110. Contudo, 

estas enzimas continuam a ser ensaios fundamentais na Bioquímica Clínica para a 

busca por lesões hepáticas110–112,114,115. 

 Os rins exercem diversas funções excretórias e regulatórias necessárias à 

manutenção do status fisiológico sistêmico. Estes órgãos mantêm a harmonia do 

meio extracelular, ajustam o equilíbrio hidroeletrolítico, participam na regulação da 

pressão sanguínea e no metabolismo mineral ósseo116. Os rins são os principais 

responsáveis pela remoção de detritos metabólicos sistêmicos, como ureia e 

amônia117. Estes órgãos recebem aproximadamente 25% do débito cardíaco118, 

contribuindo significantemente para biotransformação de partículas dispersas pela 

corrente sanguínea. O grande fluxo sanguíneo direcionado aos rins os torna 
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altamente suscetíveis a danos induzidos por xenobióticos e, subsequentemente, a 

lesões de células epiteliais tubulares117,118. Danos irreversíveis às células renais 

levam à redução da taxa de filtragem glomerular, comprometendo as funções 

renais118. Deste modo, a função de filtragem para eliminação de substâncias 

potencialmente nocivas torna os rins alvos importantes na investigação da potencial 

toxicidade de materiais em contato com a corrente sanguínea117. 

 Os testes bioquímicos de rotina para assegurar a função renal incluem a 

mensuração dos níveis séricos de ureia e de creatinina101–103,106,113,116,119,120. A ureia 

é um composto gerado no fígado a partir do catabolismo proteico e é eliminada 

quase completamente por via urinária116,119. A creatinina é produzida como resultado 

da desidratação não enzimática da creatina contida no músculo esquelético119,121; é 

filtrada nos glomérulos e não é reabsorvida pelos túbulos renais116. A elevação nos 

níveis de ureia e creatinina no sangue refletem os efeitos do dano celular nas 

funções renais e são possíveis sinais de nefropatia106,118. Apesar da baixa 

sensibilidade, a ureia e a creatinina continuam a ser consideradas o padrão ouro no 

monitoramento da função renal e na detecção de nefrotoxicidade120 e sua 

interpretação deve ser meticulosamente interpretada de acordo com o contexto 

clínico. 

 Como o objetivo do selamento de perfurações de furca é o restabelecimento 

da estrutura dentinária perdida nesta região2,3,5,14,19,122, os cimentos à base de 

silicato de cálcio permanecem permanentemente em contato com os fluidos 

teciduais do periodonto durante todo o tempo de sobrevida do elemento dentário. 

Alguns materiais podem afetar à distância órgãos vulneráveis com grande aporte 

sanguíneo, como fígado e rins, potencialmente alterando parâmetros bioquímicos 

destes órgãos101–103,117. Assim, é fundamental entender se estes materiais induzem 

alterações tanto em nível local, nos tecidos de suporte do dente, como também em 

nível sistêmico, como potencial hepatotoxicidade e nefrotoxicidade. 
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4 MATERIAL E MÉTODO 

 

4.1 Animais 

 

 O protocolo experimental desta pesquisa foi analisado e aprovado pelo 

Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de 

Araraquara (Processo nº 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), fotoperíodo de 12 horas e 

ração (Special Diet RC; Socil Evialis Nutrição Animal Indústria e Comércio Ltda., 

Descalvado, SP, Brasil) e água ad libitum. A cada dois dias, a maravalha foi 

substituída e tanto as gaiolas quanto os bebedouros foram higienizados. 

 Foi realizada uma perfuração no soalho da câmara pulpar do primeiro molar 

superior direito de sessenta animais, os quais foram distribuídos equitativamente em 

quatro grupos, de acordo com o protocolo adotado para o selamento. Nos grupos 

Biodentine e MTA, o selamento da comunicação foi efetuado com um destes 

materiais (Quadro 1), enquanto no grupo Sham uma diminuta bola de algodão 

esterilizado foi colocada nas perfurações do soalho da câmara pulpar. 

 A abertura coronária 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 hígidos. Cada grupo foi composto por vinte 

animais, os quais foram acompanhados pelos períodos de 7, 15, 30 e 60 dias 

(n=5/grupo/período). Cinco animais não foram submetidos a nenhum procedimento 

experimental e, uma semana após ambientação no biotério, foram sacrificados e 

tiveram o sangue coletado para constituir os valores de referência dos parâmetros 

de análise bioquímica. 
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Quadro 1 – Composição, procedência e proporção dos cimentos utilizados 

Material Pó Líquido Pó : líquido 

BiodentineTM (Septodont® 

Inc., Saint Maur des 

Fossés, Île-de-France, 

França) 

Silicato tricálcico, silicato 

dicálcico, óxido de cálcio, 

óxido de ferro, carbonato 

de cálcio, óxido de 

zircônio 

Água, cloreto de 

cálcio, 

policarboxilato 

700 mg : 0,18 mL 

MTA Angelus Branco 

(Angelus Indústria de 

Produtos Odontológicos 

Ltda., Londrina, PR, 

Brasil) 

Silicato tricálcico, silicato 

dicálcico, aluminato 

tricálcico, óxido de cálcio, 

dióxido de silício, óxido de 

alumínio, óxido de bismuto 

Água destilada 1 g : 0,3 mL 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 Biodentine apresenta-se comercialmente em uma cápsula individual contendo 

700 g de um pó esbranquiçado e uma embalagem individual contendo 0,18 mL de 

uma solução aquosa. Ambos devem ser misturados por trinta segundos em 

amalgamador para completa homogeneização e obtenção de um cimento com 

consistência cremosa, adequada para manipulação clínica. O MTA é um pó branco o 

qual deve ser manipulado com uma espátula metálica flexível em uma placa de vidro 

na proporção de 1g de pó para 0,3 mL de água destilada45, incorporando-se as 

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

 

4.2 Procedimentos Experimentais 

 

 Os animais foram anestesiados com 80 mg/kg de cloridrato de cetamina a 

10% (Dopalen; Ceva Saúde Animal, Paulínia, SP, Brasil) associado a 8 mg/kg de 

cloridrato de xilazina a 2% (Anasedan; Ceva Saúde Animal, Paulínia, SP, Brasil) por 

via intraperitoneal, com seringa e agulha de insulina. Os ratos foram posicionados 

em decúbito dorsal sobre uma mesa cirúrgica e tiveram a mandíbula e a maxila 

fixadas com auxílio de argolas ajustadas aos incisivos (Figura 1A). Um microscópio 

estereoscópico (Wild M7; Wild Heerbrugg Company, Heerbrugg, St. Gallen, Suíça) 

foi utilizado para observação do campo operatório. 

 Após antissepsia da cavidade oral com gluconato de clorexidina a 0,12% 
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(PerioGard®; Colgate-Palmolive Indústria e Comércio Ltda., São Bernardo do 

Campo, SP, Brasil), foi realizada abertura coronária convencional no primeiro molar 

superior direito utilizando-se uma fresa esférica carbide n° ¼ (KG Sorensen; Medical 

Burs Indústria e Comércio de Pontas e Brocas Cirúrgicas Ltda., Cotia, SP, Brasil) em 

baixa rotação (KaVo do Brasil Indústria e Comércio Ltda., Joinville, SC, Brasil) 

(Figura 1B). Após extirpação da polpa coronária (Figura 1C), o soalho da cavidade 

pulpar (Figura 1D) foi inspecionado com o auxílio de uma sonda exploradora número 

47 (S. S. White Duflex Artigos Dentários Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil), na qual foi 

adaptada uma marcação com resina acrílica (DuraLay; Reliance Dental 

Manufacturing Company, Worth, IL, Estados Unidos) ajustada ao comprimento de 

trabalho de 2 mm (Figura 1E). 

 Com a fresa n° ¼ confeccionou-se uma perfuração no centro do soalho da 

câmara pulpar, na área de furca (Figura 1F). O diâmetro da perfuração correspondeu 

ao da fresa e a profundidade estabelecida foi de dois milímetros15; com o objetivo de 

padronizar a profundidade da perfuração, esta distância foi demarcada na fresa 

utilizando-se um pincel permanente (Pilot Pen do Brasil S/A Indústria e Comércio, 

São Paulo, SP, Brasil). Durante todo o procedimento, irrigou-se copiosamente com 

soro fisiológico a 0,9% (Eurofarma Laboratórios S/A, Ribeirão Preto, SP, Brasil) para 

hemostasia e remoção 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 

perfuração, estendendo-se por todo o soalho da câmara pulpar e embocaduras dos 

canais radiculares, com o auxílio 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 algodão previamente esterilizada foi inserida na 

região da perfuração. Em todos os grupos, as aberturas coronárias foram seladas 

(Figura 1H) com cimento de ionômero de vidro fotopolimerizável (VitremerTM; 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. 

 Após os procedimentos (Figura 1I), os animais foram mantidos em gaiolas de 

polietileno identificadas de acordo com o grupo e período experimental e foram 

observados até a recuperação da anestesia. Administrou-se no pós-operatório
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Fonte: Elaboração própria.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figuras 1A-1H – Sequência técnica do procedimento experimental. Figura 1A – 

Animal posicionado em decúbito dorsal na mesa cirúrgica; as argolas de aço são 

ajustadas aos incisivos, mantendo a mandíbula e a maxila fixas. Figura 1B – Fresa 

com a demarcação em 2 mm, acoplada ao contra-ângulo e posicionada sobre o 

primeiro molar superior direito. Figura 1C – Remoção da polpa coronária após 

acesso à câmara pulpar. Figura 1D – Câmara pulpar após pulpectomia coronária. 

Figura 1E – Sonda exploradora com marcação em resina acrílica para confirmação 

do comprimento de trabalho da perfuração (2 mm). Figura 1F – Câmara pulpar com 

perfuração do soalho na região de furca. Figura 1G – Inserção do cimento reparador. 

Figura 1H – cimento reparador acomodado na região de perfuração e inserção do 

cimento de ionômero de vidro. Figura 1I – Restauração coronária com cimento de 

ionômero de vidro fotoativado. 
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dipirona sódica (dipirona monoidratada 500 mg/mL; Medley Indústria Farmacêutica 

Ltda., Campinas, SP, Brasil) na proporção de 0,03 mg / 100 g de peso corporal nos 

três primeiros dias após a cirurgia. 

 As restaurações foram reavaliadas semanalmente para verificar a 

manutenção de sua integridade e selamento. Para isto, os animais foram 

anestesiados e posicionados na mesa cirúrgica como previamente descrito. Uma 

sonda exploradora foi utilizada para verificar a qualidade da restauração. Os animais 

com falha na restauração foram descartados da amostra. 

 Decorridos os períodos experimentais previamente estabelecidos, os animais 

foram anestesiados, como previamente descrito. Subsequentemente, foi realizada 

uma incisão longitudinal no abdome, divulsão da cavidade abdominal até a cavidade 

torácica e exposição do coração. O sangue foi coletado por punção cardíaca do 

ventrículo esquerdo com tubo a vácuo (Vacuette®, Z soro ativador de coágulo gel; 

Greiner Bio-One Brasil Produtos Médicos Hospitalares Ltda., Americana, SP, Brasil) 

acoplado a uma agulha múltipla (MedMúltipla, 25 x 8, 21G x 1”; Med Goldman 

Indústria e Comércio Ltda., Manaus, AM, Brasil) conectada a um adaptador BD 

Vacutainer® (Becton Dickinson Indústrias Cirúrgicas Ltda., Curitiba, PR, Brasil). Em 

seguida, o sangue foi processado para análise bioquímica e as maxilas foram 

removidas para processamento histológico. 

 

4.3 Processamento do Sangue 

 

 Após a coleta, os tubos contendo o sangue de cada animal foram mantidos 

em temperatura ambiente por quinze minutos para a formação do coágulo. Em 

seguida, os tubos foram centrifugados (Excelsa® II 206 BL; Fanem Ltda., Guarulhos, 

SP, Brasil) a 3500 rpm durante 10 minutos para a separação entre o soro e o 

coágulo. O soro foi reservado e encaminhado para análise laboratorial (Laboratório 

de Análises Clínicas São Lucas, Araraquara, SP, Brasil). 

 

4.3.1 Análise bioquímica 

 

 A partir do soro, em um analisador automático multiparamétrico (Cobas 

ÍNTEGRA® 400 Plus; Roche Diagnóstica Brasil Ltda., São Paulo, SP, Brasil), foi 

obtida a quantificação (Laboratório de Análises Clínicas São Lucas, Araraquara, SP, 
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Brasil) dos níveis séricos de transaminase glutâmico-oxalacética (ASTL, System-ID 

07 6494 9; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha), transaminase 

glutâmico-pirúvica (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 glutâmico-oxalacética presente no soro catalisa a 

transferência de um grupo amino entre L-aspartato e 2-oxogluconato, formando 

oxaloacetato e L-glutamato. O oxaloacetato reage com nicotinamida adenina 

dinucleotídeo reduzido (NADH), na presença de malato desidrogenase (MDH), 

formando nicotinamida adenina dinucleotídeo oxidado (NAD+). O fosfato de piridoxal 

atua como coenzima na reação de transferência de amino. A taxa de oxidação de 

NADH é diretamente proporcional à atividade catalítica de TGO e é determinada 

pela medida da diminuição da absorbância a 340 nm. Os resultados da reação foram 

automaticamente convertidos de μkat/L para U/L. 

 A transaminase glutâmico-pirúvica do soro catalisa a reação entre L-alanina e 

2-oxoglutarato. O piruvato resultante é reduzido por NADH em uma reação 

catalisada por lactato desidrogenase (LDH), formando L-lactato e NAD+. O fosfato de 

piridoxal atua como uma coenzima na reação de transferência de amino. A taxa de 

oxidação de NADH é diretamente proporcional à atividade catalítica de TGP e é 

determinada ao medir a diminuição da absorbância a 340 nm. Assim como a reação 

para detecção de TGO, os resultados foram automaticamente convertidos de μkat/L 

para U/L. 

 A creatinina foi detectada pelo método colorimétrico enzimático com o auxílio 

de creatininase, creatinase e sarcosina oxidase para glicina, formaldeído e peróxido 

de hidrogênio. O peróxido de hidrogênio liberado em uma reação catalisada pela 

peroxidase reage com 4-aminofenazona e ácido 2,4,6-triiodo-3-hidroxibenzóico para 

formar um cromógeno quinona-imina. A intensidade da cor do cromógeno formado é 

diretamente proporcional à concentração de creatinina na mistura da reação. Os 

resultados foram calculados em μmol/L e automaticamente convertidos para mg/dL. 

 A mensuração de ureia foi feita a partir do teste cinético com urease e 

glutamato desidrogenase. A ureia é hidrolisada pela urease, dando origem a amônia 

e carbonato. Em seguida, o 2-oxoglutarato reage com a amônia na presença de 

glutamato desidrogenase e da coenzima NADH, dando origem a L-glutamato. Nesta 
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reação, dois mols de NADH são oxidados a NAD+ por cada mol de ureia hidrolisada. 

A taxa de diminuição na concentração de NADH é diretamente proporcional à 

concentração de ureia na amostra e é determinada medindo-se a absorbância a 340 

nm. A concentração de ureia foi calculada automaticamente e convertida de mmol/L 

para mg/dL. 

 A média dos valores dos cinco animais os quais não foram submetidos a 

perfurações constituíram os valores de referência de cada parâmetro. Foi 

estabelecida uma média para cada período dos grupos Biodentine, MTA e Sham em 

cada um dos critérios analisados. Comparou-se os dados de cada parâmetro com os 

valores de referência, assim como analisou-se os valores de cada grupo no decorrer 

do tempo e todos os grupos em cada período. 

 

4.4 Processamento Histológico 

 

 As cinco maxilas de cada grupo em cada período foram fixadas em 

formaldeído (paraformaldeído PA; Labsynth Produtos para Laboratório Ltda., 

Diadema, SP, Brasil) a 4% tamponado com fosfato de sódio (Dinâmica Química 

Contemporânea Ltda., Diadema, SP, Brasil) 0,1 M, com pH ajustado em 7,2, durante 

72 horas. Após a fixação, as maxilas foram descalcificadas em micro-ondas (Pelco 

BioWave® Pro; Pelco Corporation, Clovis, CA, Estados Unidos) com ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA sal dissódico PA; Labsynth Produtos para 

Laboratório Ltda., Diadema, SP, Brasil) a 7% tamponado com fosfato de sódio 

(Dinâmica Química Contemporânea Ltda., Diadema, SP, Brasil) 0,1 M em pH 7,2 por 

vinte dias. 

 Em seguida, os fragmentos foram desidratados em concentrações crescentes 

de álcool etílico (Ciclo Farma Indústria Química Ltda., Serrana, SP, Brasil), a partir 

do álcool 70 °GL até o álcool absoluto. Subsequentemente, as peças foram 

diafanizadas em xilol (Labsynth Produtos para Laboratório Ltda., Diadema, SP, 

Brasil) e, após a infiltração em parafina líquida (58-60 °C), foram incluídas em 

parafina de modo a obter cortes sagitais seriados com espessura de 6 µm da região 

de furca dos molares contendo as cavidades no soalho da câmara pulpar. 

 Os cortes foram aderidos a lâminas de vidro e corados com hematoxilina de 

Carazzi e eosina de Lison (HE), picrosirius ou submetidos à reação histoquímica 

para fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP, acrônimo de Tartrate Resistant 
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Acid Phosphatase). Alguns cortes foram aderidos a lâminas de vidro tratadas com 

silano (3-aminopropyltrimethoxysilane; Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, Estados 

Unidos) e submetidos a reações imuno-histoquímicas para detecção de IL-6 e 

osterix. 

 

4.5 Métodos de Análise dos Resultados 

 

4.5.1 Análise morfológica do periodonto subjacente às perfurações 

 

 A partir dos cortes corados com HE, foi realizada a análise morfológica do 

periodonto subjacente às perfurações no soalho da câmara pulpar dos molares de 

todos os grupos e períodos. Nesta análise foram considerados os seguintes 

parâmetros: presença ou ausência de processo inflamatório, assim como sua 

extensão; presença de osteoclastos e osteoblastos na superfície do processo 

alveolar em proximidade com as perfurações; presença de feixes de fibras 

colágenas; espaço periodontal. 

 

4.5.2 Espaço periodontal 

 

 O espaço ocupado pelo ligamento periodontal foi mensurado a partir de três 

cortes não seriados de cada hemimaxila corados com HE, com intervalo mínimo de 

100 µm. As imagens foram capturadas com uma câmera digital (DP-71; Olympus 

Corporation, Shinjuku, Tóquio, Japão) acoplada a um microscópio de luz (BX-51; 

Olympus Corporation, Shinjuku, Tóquio, Japão), com a objetiva de 4x (aumento final 

de 65x). Com um programa de análise de imagens (Image-Pro Express 6.0; 

Olympus Corporation, Shinjuku, Tóquio, Japão), delimitou-se em cada 

fotomicrografia três linhas perpendiculares entre a região da perfuração e a 

superfície do osso alveolar, resultando em uma média para cada imagem (Figura 2). 

A partir das médias dos três cortes, calculou-se a média do espaço periodontal em 

cada hemimaxila. 
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Fonte: Elaboração própria. 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 



  

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 mensuração do espaço periodontal. Inicialmente, 

foi informado ao sistema de análise o aumento utilizado para a obtenção da imagem 

e, após a calibração, foi traçada uma linha (em vermelho) paralela às bordas da 

perfuração. A partir desta linha foram realizadas três medidas (em amarelo) 

perpendicularmente à linha traçada em vermelho em direção à superfície do 

processo alveolar. As três linhas foram traçadas equidistantes entre si, ou seja, uma 

próxima à raiz mesial, uma próxima à raiz distal e uma intermediária, obtendo-se 

assim um valor médio (em micrômetros) do espaço periodontal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Print screen da tela do computador de uma fotomicrografia capturada 

com a objetiva de 100x mostrando o ligamento periodontal próximo à perfuração do 

soalho da câmara pulpar. Com auxílio do programa de análise de imagem (Image-

Pro Express 6.0, Olympus), a fotomicrografia foi aberta e, após a calibração, uma 

grade reticular contendo 208 intersecções/pontos (sistema teste) foi sobreposta à 

imagem. Para facilitar a identificação das células e demais estruturas foi dada uma 

ampliação de 25% e, consequentemente, não estão ilustradas as 208 intersecções 

do sistema teste. As intersecções incidentes sobre as células inflamatórias (A) e 

fibroblastos (B) foram computadas. Vasos sanguíneos (C) e matriz extracelular (D) 

incidentes sobre os pontos das interseções foram computados como outras 

estruturas. 
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4.5.3 Densidade de volume de células inflamatórias (VvCI) e de fibroblastos 

(VvFb) 

 

 A densidade de volume de células inflamatórias (VvCI) e de fibroblastos 

(VvFb) foi estimada a partir de três cortes não seriados corados com HE de cada 

hemimaxila. As imagens do espaço periodontal subjacente à perfuração do soalho 

da câmara pulpar na região de furca foram capturadas com uma câmera (DP-71; 

Olympus) acoplada a um microscópio de luz (BX-51; Olympus) usando a objetiva de 

100x (aumento final de 1745x), conforme metodologia descrita previamente28,123,124. 

Com o programa de análise de imagens (Image-Pro Express 6.0; Olympus), uma 

grade reticular contendo 208 intersecções/pontos foi sobreposta a cada imagem 

(Figura 3). 

 O número de pontos incidentes sobre células inflamatórias (neutrófilos, 

linfócitos, plasmócitos, macrófagos) e fibroblastos foi computado. Vasos sanguíneos, 

hemácias, matriz extracelular, espaços extracelulares e partículas de material foram 

computados como outras estruturas (VvO). Considerando o número total de 

intersecções da grade reticular e o número que incidiu sobre cada estrutura, obteve-

se a densidade de volume (em porcentagem), ou seja, a frequência de cada 

estrutura. Ao final, foi estabelecida uma média para cada grupo em cada período. A 

VvCI e a VvFb foram obtidas por um examinador calibrado e cego às identificações. 

 

4.5.4 Reação imuno-histoquímica para IL-6 

 

 Após desparafinização, hidratação e imersão em tampão citrato de sódio 

0,001 M com pH 6,0, a recuperação antigênica dos cortes foi realizada em micro-

ondas com dois ciclos de dez minutos cada a 90-94 ºC. Após o resfriamento, a 

peroxidase endógena foi inativada em solução aquosa de peróxido de hidrogênio a 

3%. Os cortes foram lavados com tampão Tris-HCl 0,05 M e incubados com 

albumina sérica bovina (BSA) a 2% para o bloqueio de reações inespecíficas. Em 

seguida, os cortes foram incubados por 18 horas com anticorpo primário policlonal 

anti-IL-6 produzido em cabra (M-19, sc-1265; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa 

Cruz, CA, Estados Unidos), na diluição de 1:80 em uma solução de tampão Tris-HCl 

e BSA em partes iguais. 

 Após lavagens em tampão Tris-HCl 0,05 M, os cortes foram tratados com 
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anticorpo secundário de coelho/camundongo/cabra anti-IgG biotinilado (Biotinylated 

LINK Universal, Dako LSAB + System-HRP, K0690; Dako Inc., Carpinteria, CA, 

Estados Unidos) por 40 minutos. Após lavagens em tampão Tris-HCl 0,05 M, os 

cortes foram incubados com o complexo Streptavidin-HRP (Dako LSAB + System-

HRP, K0690; Dako Inc.) por 40 minutos. Após lavagens, a peroxidase foi detectada 

com aplicação do cromógeno 3,3’-diaminobenzidina (Dako Chromogen System; 

Dako Inc., Carpinteria, CA, Estados Unidos) durante cinco minutos e, em seguida, os 

cortes foram contracorados com hematoxilina de Carazzi, desidratados, diafanizados 

e montados em meio resinoso para análise microscópica. Como controle negativo, 

alguns cortes foram submetidos a todas as etapas exceto a incubação com anticorpo 

primário, onde utilizou-se soro não imune. 

 O número de células imunopositivas foi quantificado no ligamento periodontal 

dos cinco animais de cada grupo/período, de acordo com metodologia previamente 

descrita27,125. Com uma câmera (DP-71; Olympus) acoplada a um microscópio de luz 

(BX-51; Olympus), uma área padrão de 0,09 mm2 subjacente às perfurações de 

furca foi capturada. O número de células IL-6-positivas (em castanho) foi computado 

com o auxílio de um programa de análise de imagens (Image Pro-Express 6.0; 

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

 

4.5.5 Número de osteoclastos TRAP-positivos na superfície óssea 

 

 A reação histoquímica TRAP, usada como marcador de osteoclastos, foi 

realizada seguindo protocolo descrito previamente15,126,127. Os cortes foram 

incubados em uma solução de 50 mL de tampão acetato de sódio (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 µL de N-dimetilformamida (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, Estados 

Unidos), com adição de 50 mM de tartarato de sódio (Labsynth Produtos para 

Laboratório Ltda., Diadema, SP, Brasil). Após incubação a 37 ºC por quatro horas, 

os cortes foram lavados em água destilada, contracorados com hematoxilina de 

Carazzi e montados em glicerina. Como controle de especificidade, alguns cortes 

foram incubados na ausência de naftol AS-BI. 

 A estimativa do número de osteoclastos TRAP-positivos foi realizada de 



 34 

acordo com metodologia previamente descrita15,125,127. Para obtenção do número de 

osteoclastos TRAP-positivos na superfície óssea, foram utilizados dois cortes não 

seriados, com intervalo mínimo de 100 µm entre si, de cada hemimaxila. Com auxílio 

de uma câmera (DP-71; Olympus) acoplada a um microscópio de luz (BX-51; 

Olympus) imagens do processo alveolar subjacente à perfuração do soalho da 

câmara pulpar foram capturadas com a objetiva de 4x (aumento final de 65x). Com o 

auxílio de um sistema de análise de imagens (Image-Pro Express 6.0; Olympus), a 

superfície óssea linear do processo alveolar inter-radicular foi delimitada e 

mensurada. Nesta superfície óssea previamente mensurada, osteoclastos 

multinucleados com dois ou mais núcleos e exibindo citoplasma positivo ao TRAP 

(em vermelho) foram computados com auxílio de um microscópio (Primo Star; Carl 

Zeiss AG, Oberkochen, Baden-Württemberg, Alemanha), com aumento de 400x. 

Desta maneira, foi obtido o número de osteoclastos por milímetro de superfície linear 

do processo alveolar da região de furca, calculada a média para cada hemimaxila e, 

finalmente, estabelecida uma média para cada grupo por período. 

 

4.5.6 Reação imuno-histoquímica para osterix 

 

 A imunodetecção de osterix foi realizada de modo semelhante à 

imunomarcação para IL-6. Após desparafinização e hidratação, cortes aderidos a 

lâminas silanizadas foram imersos em tampão citrato de sódio 0,001 M com pH 6,0 e 

submetidos ao tratamento com micro-ondas para recuperação antigênica. Após o 

resfriamento, as lâminas foram imersas em solução aquosa de peróxido de 

hidrogênio a 3% para inativação da peroxidase endógena. Os cortes foram lavados 

em tampão Tris-HCl 0,05 M em pH 7,3 e, após a incubação com BSA a 2%, foram 

incubados durante 18 horas em anticorpo primário anti-osterix policlonal produzido 

em coelho (anti-Sp7/Osterix ab22552; Abcam PLC, Cambridge, Reino Unido), na 

diluição de 1:2500. 

 Subsequentemente a lavagens em tampão Tris-HCl, os cortes foram 

incubados em anticorpo secundário anti-IgG biotinilado de coelho (ImmunoCruzTM 

LSAB Staining System SC-2051; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, 

Estados Unidos) por 40 minutos. Após lavagens em tampão Tris-HCl, os cortes 

foram incubados com o complexo HRP-avidina (ImmunoCruzTM LSAB Staining 

System SC-2051, Santa Cruz) por 40 minutos. Após novas lavagens, a atividade da 
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peroxidase foi marcada pelo cromógeno 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 análise microscópica. 

Como controle negativo, alguns cortes foram submetidos a todas as etapas, exceto a 

incubação com anticorpo primário, onde foram incubados com soro não imune. 

 A partir de um corte de cada hemimaxila, quantificou-se o número de 

osteoblastos osterix-positivos (em castanho) na superfície do processo alveolar 

subjacente à região de furca, de modo semelhante à quantificação de osteoclastos 

TRAP-positivos. Imagens do processo alveolar subjacente à região do soalho da 

câmara pulpar foram obtidas com uma câmera (DP-71; Olympus) acoplada a um 

microscópio de luz (BX-51; Olympus) com a objetiva de 4x (aumento final de 65x). 

Com o auxílio de um sistema de análise de imagens (Image-Pro Express 6.0; 

Olympus), a superfície óssea linear do processo alveolar inter-radicular foi delimitada 

e mensurada. Com o auxílio de um microscópio (Primo Star; Carl Zeiss AG, 

Oberkochen, Baden-Württemberg, Alemanha), osteoblastos imunopositivos na 

superfície do processo alveolar foram quantificados em aumento final de 400x. 

Assim, obteve-se o número de osteoblastos osterix-positivos por milímetro de 

superfície linear do processo alveolar da região de furca de cada animal, 

estabelecendo-se uma média para cada grupo por período. 

 

4.5.7 Mensuração de colágeno birrefringente 

 

 A quantidade de colágeno no espaço periodontal da região de furca 

subjacente à perfuração do soalho da câmara pulpar foi estimada a partir de dois 

cortes não seriados por hemimaxila, com intervalo mínimo de 100 µm entre os 

cortes, submetidos ao método picrosirius. Em cada corte, uma imagem do espaço 

periodontal subjacente à perfuração foi capturada usando um microscópio de luz 

(BX-51; Olympus) com os filtros de polarização, com a objetiva de 40x (aumento final 

de 695x). Uma vez que o objetivo era estimar o conteúdo de colágeno birrefringente 

e verificar possíveis variações entre os grupos, todas as imagens foram capturadas 

com parâmetros padronizados: intensidade da luz; altura do condensador; abertura 

do diafragma de campo; abertura do diafragma do condensador; objetiva de 40x; 

polarizador em ângulo de 90 graus; tempo de exposição; brilho e contraste da 
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imagem. 

 Com o processador de imagens ImageJ (National Institutes of Health, 

Bethesda, MD, Estados Unidos), as cores indicativas de birrefringência, 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 não preto 

(oriundo da birrefringência) se tornou branco e cada pixel preto permaneceu preto. O 

número de pixels brancos foi mensurado e expresso na forma de porcentagem do 

total de colágeno birrefringente de cada imagem. Foi obtida uma média do total de 

colágeno no espaço periodontal subjacente à região de furca para cada hemimaxila 

a partir dos dois cortes analisados. 

 

4.6 Análise Estatística 

 

 Com o programa GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, 

CA, Estados Unidos), os dados bioquímicos de transaminase glutâmico-oxalacética, 

transaminase glutâmico-pirúvica, creatinina e ureia foram submetidos à análise de 

variância e pós-teste de Dunnett, com valor-p de 0,05. Além disso, tanto os dados 

bioquímicos quanto os dados obtidos a partir das hemimaxilas foram submetidos à 

análise de variância de dois fatores e pós-teste de Tukey, adotando-se como 

variáveis os protocolos experimentais e os períodos de análise, com nível de 

significância aceito de 5%. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Análise Bioquímica 

 

 Como mostrado na Tabela 1, os níveis de TGO dos animais dos grupos 

Biodentine, MTA e Sham não apresentaram diferença estatisticamente significante 

quando comparados com os valores de referência dos ratos sem perfuração de furca 

(p ≥ 0,1258). No decorrer do tempo, não houve diferença estatisticamente 

significante nos grupos Biodentine (p ≥ 0,564) e Sham (p ≥ 0,185). No entanto, o 

grupo MTA apresentou níveis mais elevados de TGO aos 60 dias em comparação 

com o período de 7 dias (p = 0,0102). Não houve diferença estatisticamente 

significante (p ≥ 0,1171) nos níveis de TGO entre os grupos Biodentine, MTA e 

Sham nos períodos de 7, 15 e 30 dias. Aos 60 dias, no entanto, o grupo MTA 

apresentou valores significantemente maiores em comparação ao grupo Biodentine 

(p = 0,0193). Neste período, o grupo Sham não apresentou diferença significante 

com os grupos Biodentine (p = 0,2799) e MTA (p = 0,2855). 

 Conforme ilustrado na Tabela 1, não houve diferença estatisticamente 

significante nos valores de TGP nos grupos Biodentine, MTA e Sham em relação 

aos valores de referência (p ≥ 0,5827). Além disso, não houve diferença significante 

nos grupos entre os períodos (p ≥ 0,2775) nem quando comparados entre si em 

cada período (p ≥ 0,1488). 
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Tabela 1 – Valores de transaminase glutâmico-oxalacética (TGO) e transaminase 

glutâmico-pirúvica (TGP) dos animais sem tratamento (valores de referência) e dos 

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

  TGO (U/L) TGP (U/L) 

Valor de referência 584,4 ± 201,6 * 86,0 ± 9,4 * 

7
 d

ia
s
 

Biodentine 388,2 ± 217,9 * a,1 106,2 ± 33,4 * a,1 

MTA 430,2 ± 175,4 * a,1 101,0 ± 10,5 * a,1 

Sham 501,6 ± 195,0 * a,1 93,6 ± 18,8 * a,1 

1
5

 d
ia

s
 Biodentine 498,0 ± 143,9 * a,1 98,4 ± 14,8 * a,1 

MTA 638,2 ± 111,9 * a,1-2 102,0 ± 14,1 * a,1 

Sham 442,2 ± 167,0 * a,1 89,6 ± 17,9 * a,1 

3
0

 d
ia

s
 Biodentine 517,4 ± 126,0 * a,1 95,4 ± 17,3 * a,1 

MTA 577,2 ± 163,2 * a,1-2 107,0 ± 27,5 * a,1 

Sham 456,0 ± 166,3 * a,1 82,8 ± 4,1 * a,1 

6
0

 d
ia

s
 Biodentine 488,0 ± 108,2 * a,1 106,4 ± 41,3 * a,1 

MTA 853,6 ± 252,8 * b,2 105,4 ± 21,7 * a,1 

Sham 671,6 ± 148,8 * a-b,1 98,4 ± 2,3 * a,1 

Valores numéricos representam média ± desvio padrão. 

Símbolos diferentes representam diferença estatisticamente significante em comparação com os 
valores de referência em cada parâmetro. 
Letras sobrescritas diferentes representam diferença estatisticamente significante na comparação 
entre os grupos no mesmo período em cada parâmetro. 
Números sobrescritos diferentes representam diferença estatisticamente significante na comparação 
de cada grupo no decorrer do tempo em cada parâmetro. 
Testes de Dunnett e de Tukey (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaboração própria. 
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 De acordo com a Tabela 2, diferenças estatisticamente significantes no nível 

de creatinina não foram observadas entre os valores dos animais de referência e dos 

grupos experimentais em todos os períodos (p ≥ 0,1059), exceto o grupo Biodentine 

aos 60 dias; neste período, o grupo Biodentine apresentou o valor de creatinina 

maior significantemente (p = 0,0222) em relação ao valor de referência. Entre os 

grupos Biodentine, MTA e Sham não houve diferença estatisticamente significante 

nos períodos 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 comparação aos 

grupos MTA (p = 0,0232) e Sham (p = 0,0015), os quais não apresentaram diferença 

estatisticamente significante entre si (p = 0,304). No decorrer do tempo, não houve 

diferença 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 comparação com o período de 

30 dias (p = 0,0198). 

 Com relação aos valores de ureia (Tabela 2), os grupos Biodentine e MTA 

aos 7 dias mostraram valores significantemente mais elevados (p = 0,0166) em 

comparação ao valor de referência; diferenças significantes (p ≥ 0,5154) não foram 

detectadas nos demais períodos. Quando comparados entre si em cada período, os 

três grupos não apresentaram diferença estatística em nenhum dos períodos de 

análise (p ≥ 0.0508). Não houve diferença estatisticamente significante no decorrer 

do tempo tanto no grupo Biodentine (p ≥ 0,325) quanto no grupo Sham (p ≥ 0,07). 

Por outro lado, redução significante (p = 0,0052) foi detectada aos 60 dias em 

comparação ao período de 7 no grupo MTA. 
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Tabela 2 – Valores de creatinina e de ureia dos animais sem tratamento (valores de 

referência) e dos grupos Biodentine, MTA e Sham após 7, 15, 30 e 60 dias 

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

Valor de referência 0,32 ± 0,04 * 43,4 ± 6,0 * 

7
 d

ia
s
 

Biodentine 
0,38 ± 0,04 * a,1-2 52,4 ± 6,8 † a,1 

MTA 
0,36 ± 0,05 * a,1 52,4 ± 3,2 † a,1 

Sham 
0,34 ± 0,05 * a,1 47,0 ± 4,7 * a,1 

1
5

 d
ia

s
 Biodentine 

0,34 ± 0,05 * a,1-2 47,2 ± 5,4 * a,1 

MTA 
0,40 ± 0,00 * a,1 45,4 ± 4,0 * a,2 

Sham 
0,36 ± 0,09 * a,1 47,4 ± 2,5 * a,1 

3
0

 d
ia

s
 Biodentine 

0,32 ± 0,04 * a,1 48,0 ± 5,5 * a,1 

MTA 
0,32 ± 0,04 * a,1 47,2 ± 1,3 * a,1-2 

Sham 
0,32 ± 0,04 * a,1 42,0 ± 2,4 * a,1 

6
0

 d
ia

s
 Biodentine 

0,42 ± 0,04 † a,2 46,0 ± 4,9 * a,1 

MTA 
0,34 ± 0,05 * b,1 45,0 ± 2,4 * a,2 

Sham 
0,30 ± 0,00 * b,1 43,2 ± 2,4 * a,1 

Valores numéricos representam média ± desvio padrão. 

Símbolos diferentes representam diferença estatisticamente significante em comparação com os 
valores de referência em cada parâmetro. 
Letras sobrescritas diferentes representam diferença estatisticamente significante na comparação 
entre os grupos no mesmo período em cada parâmetro. 
Números sobrescritos diferentes representam diferença estatisticamente significante na comparação 
de cada grupo no decorrer do tempo em cada parâmetro. 
Testes de Dunnett e de Tukey (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaboração própria. 
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5.2 Descrição Morfológica da Região de Furca 

 Os molares hígidos (grupo Controle) apresentaram ligamento periodontal 

circundando as raízes dentárias, com diversos fibroblastos entre os feixes de fibras 

colágenas (Figuras 4A e 4B). O processo alveolar inter-radicular apresentava 

contorno irregular e canais vasculares interconectando os espaços 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 

região subjacente às perfurações de furca dos molares e, consequentemente, 

espaço periodontal ampliado. Intenso infiltrado inflamatório foi observado no espaço 

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 período de 

15 dias, extensa lesão com evidente proliferação epitelial foi observada na região de 

furca dos molares, subjacente às perfurações do grupo Sham (Figura 5F). 

 Nos períodos de 30 e 60 dias, poucas células inflamatórias foram observadas 

no espaço 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 

lesões foram observadas na região de furca dos molares (Figuras 6C e 6F), além de 

moderada quantidade de células inflamatórias aos 60 dias (Figura 7F). 
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Fonte: Elaboração própria.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figuras 4A-4B – Fotomicrografias de cortes sagitais de maxilas mostrando uma 

porção do primeiro molar do grupo Controle. Figura 4A – o ligamento periodontal 

(LP) preenche o espaço entre as raízes do molar e o processo alveolar (PA). D, 

dentina; P, polpa dentária; M, medula óssea, VS, vasos sanguíneos; CA, cemento 

acelular; CC, cemento celular. Figura 4B – uma porção do ligamento periodontal, na 

região de furca, adjacente à superfície da raiz. Diversos fibroblastos (Fb) estão 

situados entre feixes de fibras colágenas (FC). HE. Figura 4A: 45x; Figura 4B: 350x. 
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Fonte: Elaboração própria.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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, inúmeras células inflamatórias (CI) estão presentes no espaço periodontal 

(EP) subjacente às perfurações de furca (PF), particularmente nos grupos Biodentine 

(Figuras 5A e 5D) e Sham (Figuras 5C e 5F). Espaço periodontal ampliado e 

evidente perda do processo alveolar (PA) são observados em todos os grupos. No 

grupo Sham, trabéculas ósseas (T) rodeadas pelo infiltrado inflamatório são 

observadas próximo às perfurações (Figuras 5C e 5F). Aos 15 dias, há presença de 

lesão de furca (LF) na região subjacente ao molar do grupo Sham (Figura 5F). D, 

dentina; CP, câmara pulpar; CR, canal radicular; C, cemento. HE. 35x. 
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Fonte: Elaboração própria.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 inflamatórias no espaço 

periodontal (EP) na região subjacente às perfurações de furca (PF), tanto aos 30 

quanto aos 60 dias. O grupo Sham exibe extensas lesões de furca (LF) adjacentes 

às perfurações (Figuras 6C e 6F). PA, processo alveolar; D, dentina; CP, câmara 

pulpar; CR, canal radicular; C, cemento. HE. 35x. 
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Fonte: Elaboração própria.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figuras 7A-7F – Fotomicrografias de porções do ligamento periodontal subjacente 

às perfurações 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 inflamatórias (CI) dispersas pelo tecido conjuntivo; 

no grupo Sham (Figura 7C), intenso infiltrado inflamatório com predomínio de 

neutrófilos (Ne) preenche o espaço periodontal. No período de 60 dias, os grupos 

Biodentine (Figura 7D) e MTA (Figura 7E) apresentam escassas células 

inflamatórias (CI) e moderada quantidade de fibroblastos (Fb) dispersos entre feixes 

de fibras colágenas (FC). No grupo Sham (Figura 7F) diversas células inflamatórias 

(CI) entre fibroblastos (Fb) e poucas fibras colágenas (FC) são observadas. VS, 

vasos sanguíneos. HE. 680x. 
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5.3 Mensuração do Espaço Periodontal 

 

 Conforme observado na Tabela 3, um aumento significante (p < 0,001) do 

espaço periodontal foi observado nos grupos Biodentine, MTA e Sham em 

comparação ao grupo Controle, em todos os períodos. Não houve diferenças 

significantes no grupo Controle no decorrer do tempo (p > 0,9999). 

 Aos 7 dias, não houve diferença estatisticamente significante (p = 0,999) entre 

os grupos Biodentine e Sham, mas ambos tiveram valores estatisticamente 

superiores quando comparados ao grupo MTA (p = 0,0381 e p = 0,0266, 

respectivamente). Diferenças significantes (p ≥ 0,132) entre os grupos Biodentine, 

MTA e Sham não foram observadas no período de 15 dias. Aos 30 dias (p = 0,6944) 

e 60 dias (p = 0,9974), não houve diferença significante entre os grupos Biodentine e 

MTA enquanto que o grupo Sham apresentou valores estatisticamente superiores a 

ambos (p < 0,0001). 

 O grupo Biodentine não mostrou diferenças significantes entre os períodos de 

7 e 15 dias (p = 0,5807) e entre os períodos de 30 e 60 dias (p = 0,9996). Em 

comparação aos 15 dias, uma redução significante do espaço periodontal foi 

observada neste grupo nos períodos de 30 (p = 0,0099) e 60 dias (p = 0,0132). No 

entanto, o período de 7 dias não apresentou diferença significante quando 

comparado aos períodos 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, diferenças significantes entre os períodos de 15 e 30 dias não 

foram detectadas (p = 0,292); aos 60 dias, significante redução do espaço 

periodontal foi observada em comparação ao período de 15 dias (p = 0,0191). Além 

disso, não houve diferença significante (p = 0,8548) entre os períodos de 7 e 60 

dias. 

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

0,0001) no espaço periodontal no decorrer do tempo. 
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Tabela 3 – Espessura do espaço periodontal (mm) nos grupos Biodentine, MTA, 

Sham e Controle após 7, 15, 30 e 60 dias 

 Biodentine MTA Sham Controle 

7 dias 0,684 ± 0,079 a,1-2 0,433 ± 0,077 b,1 0,696 ± 0,074 a,1 0,126 ± 0,029 c,1 

15 dias 0,794 ± 0,075 a,1 0,764 ± 0,121 a,2 0,966 ± 0,186 a,2 0,127 ± 0,022 b,1 

30 dias 0,511 ± 0,060 a,2 0,611 ± 0,113 a,1-2 1,476 ± 0,303 b,3 0,125 ± 0,010 c,1 

60 dias 0,520 ± 0,122 a,2 0,502 ± 0,054 a,1 1,719 ± 0,363 b,4 0,124 ± 0,037 c,1 

Valores numéricos representam média ± desvio padrão. 
Comparação entre os grupos no mesmo período é indicada por letras sobrescritas nas linhas; mesma 
letra = sem diferença estatística. 
Comparação de cada grupo no decorrer do tempo é indicada por números sobrescritos nas colunas; 
mesmo número = sem diferença estatística. 
Teste de Tukey (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaboração própria. 

 

5.4 Densidade de Volume de Células Inflamatórias (VvCI) e de Fibroblastos 

(VvFb) 

 

 Conforme a Tabela 4, o grupo Controle apresentou os menores valores da 

VvCI e os maiores da VvFb em comparação aos demais grupos em todos os 

períodos (p ≤ 0,001). Além disso, diferenças significantes nos valores da VvCI (p ≥ 

0,996) e VvFb (p ≥ 0,6414) não foram observadas no decorrer do tempo neste 

grupo. 

Aos 7 dias, a VvCI foi significantemente maior no grupo Biodentine em 

comparação ao MTA (p < 0,0001), porém foi significantemente menor (p < 0,0001) 

que no grupo Sham. Quanto à frequência de fibroblastos, diferenças significantes 

entre o grupo Biodentine com os grupos MTA (p = 0,2554) e Sham (p = 0,6404) não 

foram observadas, porém a VvFb do grupo MTA foi significantemente maior que a do 

grupo Sham (p = 0,0175). Nos períodos de 15, 30 e 60 dias, diferenças significantes 

não foram detectadas tanto na VvCI (p ≥ 0,1419) quanto na VvFb (p ≥ 0,1928) entre 

os 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 períodos. 

 Quanto à análise de cada grupo no decorrer do tempo, os grupos Biodentine, 
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MTA e Sham apresentaram uma redução gradual e estatisticamente significante na 

VvCI, com diferenças significantes entre todos os períodos (p < 0,0001). Quanto à 

VvFb, 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, diferenças significantes não 

foram observadas na VvFb nos grupos Biodentine (p = 0,938) e MTA (p = 0,7858). O 

grupo Sham não apresentou diferenças significantes na VvFb entre os períodos 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 inflamatórias (VvCI), 

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

Controle após 7, 15, 30 e 60 dias 

  Biodentine MTA Sham Controle 

7
 d

ia
s
 

VvCI 35,26 ± 2,17 a,1 26,70 ± 3,72 b,1 42,18 ± 1,46 c,1 0,58 ± 0,18 d,1 

VvFb 1,47 ± 0,84 a-b,1 3,69 ± 1,59 a,1 0,06 ± 0,09 b,1 20,51 ± 0,89 c,1 

VvO 63,27 ± 1,92 69,62 ± 3,09 57,76 ± 1,54 78,91 ± 0,97 

1
5

 d
ia

s
 VvCI 23,94 ± 3,53 a,2 20,90 ± 4,01 a,2 34,58 ± 1,75 b,2 0,38 ± 0,14 c,1 

VvFb 5,48 ± 1,04 a,2 7,88 ± 3,31 a,2 1,79 ± 0,63 b,1 19,36 ± 2,11 c,1 

VvO 70,58 ± 3,51 71,22 ± 2,88 63,62 ± 2,02 80,26 ± 2,02 

3
0

 d
ia

s
 VvCI 10,67 ± 2,42 a,3 10,10 ± 0,99 a,3 27,28 ± 3,54 b,3 0,71 ± 0,27 c,1 

VvFb 11,47 ± 2,56 a,3 13,14 ± 1,65 a,3 5,93 ± 2,60 b,2 19,13 ± 1,71 c,1 

VvO 77,85 ± 2,18 76,76 ± 1,24 66,79 ± 2,77 80,16 ± 1,88 

6
0

 d
ia

s
 VvCI 5,64 ± 1,40 a,4 5,83 ± 1,16 a,4 19,65 ± 1,81 b,4 0,45 ± 0,26 c,1 

VvFb 12,15 ± 2,60 a,3 14,23 ± 1,93 a,3 7,15 ± 1,33 b,2 19,68 ± 2,17 c,1 

VvO 82,21 ± 2,40 79,94 ± 2,64 73,21 ± 0,97 79,87 ± 2,33 

Valores numéricos (em %) representam média ± desvio padrão. 
Comparação entre os grupos no mesmo período é indicada por letras sobrescritas nas linhas; mesma 
letra = sem diferença estatística. 
Comparação de cada grupo no decorrer do tempo é indicada por números sobrescritos nas colunas; 
mesmo número = sem diferença estatística. 
Teste de Tukey (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaboração própria. 
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5.5 Detecção Imuno-Histoquímica de IL-6 

 

 A reação imuno-histoquímica para detecção de IL-6 evidenciou 

imunopositividade citoplasmática (em castanho) nas células inflamatórias e 

fibroblastos (Figuras 8A-8G) no ligamento periodontal subjacente à região de furca. 

Aos 7 dias, os grupos Biodentine (Figura 8A) e MTA (Figura 8B) mostraram 

moderada imunomarcação em comparação ao grupo Sham (Figura 8C). No período 

de 60 dias, evidente redução na imunoexpressão foi observada nos grupos 

Biodentine (Figura 8D) e MTA (Figura 8E), enquanto que inúmeras células 

imunopositivas estavam ainda presentes no grupo Sham (Figura 8F). No grupo 

Controle, alguns fibroblastos do ligamento periodontal e osteoblastos adjacentes à 

superfície óssea exibiram fraca imunopositividade (Figura 8G). Os cortes incubados 

com soro em substituição ao anticorpo primário (controle negativo), as células não 

exibiram positividade (Figura 8H). 

 De acordo com a Tabela 5, o número de células imunopositivas à IL-6 foi 

maior significantemente no grupo Biodentine em comparação ao MTA, aos 7 (p = 

0,0002) e 15 (p = 0,0042) dias. No entanto, diferenças significantes não foram 

observadas entre estes grupos nos períodos de 30 (p = 0,7274) e 60 (p = 0,9663) 

dias. Aos 60 dias, diferenças significantes não foram detectadas entre os 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, diferença estatisticamente significante 

não foi detectada no decorrer do tempo (p ≥ 0,9998). Em contraposição, o número 

de células imunopositivas foi maior significantemente (p ≤ 0,0001) no grupo Sham 

em comparação aos demais grupos, em todos os períodos. 
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Fonte: Elaboração própria. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figuras 8A-8H – Fotomicrografias de porções de cortes de maxilas submetidos à 

imuno-histoquímica para detecção de IL-6 (em castanho) e contracorados com 

hematoxilina. As fotomicrografias mostram porções do ligamento periodontal 

subjacente à região 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, os grupos Biodentine (Figura 

8A), MTA (Figura 8B) e Sham (Figura 8C) apresentam diversas células 

imunopositivas, predominantemente células inflamatórias (CI) entre alguns 

fibroblastos (Fb). Aos 60 dias, poucas células imunopositivas são observadas no 

ligamento periodontal dos grupos Biodentine (Figura 8D) e MTA (Figura 8E). Note 

que intensa imunomarcação é observada nas células do ligamento periodontal no 

grupo Sham aos 60 dias (Figura 8F). A Figura 8G, uma porção do ligamento 

periodontal do grupo Controle, mostra poucas células positivas à IL-6; dentre elas, 

alguns fibroblastos (Fb) e osteoblastos (Ob). Figura 8H – corte incubado com soro 

não imune em substituição ao anticorpo primário (controle negativo) mostra ausência 

de imunorreatividade. E, célula endotelial imunopositiva; VS, vasos sanguíneos. 

350x. 
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Tabela 5 – Número de células IL-6-positivas/mm2 no ligamento periodontal dos 

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

 Biodentine MTA Sham Controle 

7 dias 3431,1 ± 509,9 a,1 2242,2 ± 230,6 b,1 6017,8 ± 1073,9 c,1 486,7 ± 19,9 d,1 

15 dias 3173,3 ± 208,1 a,1 2228,9 ± 314,4 b,1 4397,8 ± 556,7 c,2 477,8 ± 20,8 d,1 

30 dias 1468,9 ± 173,8 a,2 1191,1 ± 71,8 a,2 3424,4 ± 720,5 b,3 471,1 ± 18,6 c,1 

60 dias 813,3 ± 44,0 a,2 688,9 ± 65,7 a,2 3013,3 ± 616,2 b,3 464,4 ± 18,3 a,1 

Valores numéricos representam média ± desvio padrão. 
Comparação entre os grupos no mesmo período é indicada por letras sobrescritas nas linhas; mesma 
letra = sem diferença estatística. 
Comparação de cada grupo no decorrer do tempo é indicada por números sobrescritos nas colunas; 
mesmo número = sem diferença estatística. 
Teste de Tukey (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaboração própria. 

 

5.6 Osteoclastos TRAP-Positivos na Superfície Óssea 

 

 A reação histoquímica para detecção da enzima TRAP evidenciou 

osteoclastos multinucleados exibindo citoplasma positivo à fosfatase ácida tartarato-

resistente (em vermelho) na superfície do processo alveolar da região de furca dos 

molares de ratos. No grupo Controle (Figuras 9A e 9B), alguns osteoclastos foram 

observados na superfície óssea, justapostos às lacunas de Howship (Figura 9B). Em 

contraposição, numerosos osteoclastos foram observados próximos à superfície do 

processo alveolar inter-radicular dos molares dos grupos Biodentine, MTA e Sham 7 

dias após perfuração do soalho da câmara pulpar (Figuras 9C-9E). Aos 60 dias, foi 

notada uma aparente redução na presença de osteoclastos na superfície 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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Fonte: Elaboração própria. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 superfície óssea do processo 

alveolar (PA). Na Figura 9B, em aumento maior, um osteoclasto multinucleado (N) 

exibindo atividade positiva à fosfatase ácida tartarato-resistente em seu citoplasma 

(em vermelho) está adjacente à lacuna de Howship (setas) na superfície do osso 

alveolar (OA). Aos 7 dias (Figuras 9C-9E), diversos osteoclastos (em vermelho) são 

observados no espaço periodontal (EP) próximos à superfície do processo alveolar 

(PA). Aos 60 dias, poucos osteoclastos estão adjacentes à superfície óssea nos 

grupos Biodentine (Figura 9F) e MTA (Figura 9G) em comparação ao grupo Sham 

(Figura 9H). LP, ligamento periodontal; MO, medula óssea; PF, perfuração de furca; 

LF, lesão de furca; D, dentina; CP, câmara pulpar; CR, canal radicular; C, cemento. 

Figuras 9A, 9C-9H: 25x; Figura 9B: 465x. 
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 De acordo com a Tabela 6, diferenças estatisticamente significantes não 

foram observadas no número de osteoclastos na superfície do processo alveolar dos 

grupos Controle (p ≥ 0,9997) e Sham (p ≥ 0,1638) no decorrer do tempo. Em todos 

os períodos, o número de osteoclastos foi estatisticamente superior no grupo Sham 

em comparação aos demais grupos (p ≤ 0,0003). Em todos os períodos, os grupos 

Biodentine e MTA não apresentaram diferenças significantes entre si (p ≥ 0,9701). 

Nos períodos de 30 e 60 dias, diferenças estatisticamente significantes não foram 

detectadas entre os grupos Biodentine, MTA e Controle (p ≥ 0,8933). 

 O número de osteoclastos nos grupos Biodentine e MTA não mostrou 

diferenças significantes entre os períodos 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 contraposição, redução significante foi observada nos grupos Biodentine (p = 

0,0247) e MTA (p = 0,0206) do período de 15 para o de 30 dias. 

 

Tabela 6 – Número de osteoclastos por milímetro de superfície óssea nos grupos 

Biodentine, MTA, Sham e Controle após 7, 15, 30 e 60 dias 

 Biodentine MTA Sham Controle 

7 dias 3,34 ± 0,47 a,1 3,31 ± 0,63 a,1 5,15 ± 0,64 b,1 1,49 ± 0,24 c,1 

15 dias 3,00 ± 0,67 a,1 2,84 ± 0,87 a,1 5,46 ± 1,00 b,1 1,48 ± 0,19 c,1 

30 dias 1,75 ± 0,74 a,2 1,57 ± 1,15 a,2 5,64 ± 0,76 b,1 1,46 ± 0,45 a,1 

60 dias 1,39 ± 0,34 a,2 1,35 ± 0,33 a,2 4,75 ± 0,74 b,1 1,45 ± 0,20 a,1 

Valores numéricos representam média ± desvio padrão. 
Comparação entre os grupos no mesmo período é indicada por letras sobrescritas nas linhas; mesma 
letra = sem diferença estatística. 
Comparação de cada grupo no decorrer do tempo é indicada por números sobrescritos nas colunas; 
mesmo número = sem diferença estatística. 
Teste de Tukey (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaboração própria. 

 

5.7 Número de Células Imunopositivas ao Osterix na Superfície Óssea 

 

 Os cortes submetidos à reação imuno-histoquímica para detecção de osterix 

revelaram osteoblastos imunopositivos justapostos à superfície do processo alveolar 

inter-radicular dos molares de ratos de todos os grupos (Figuras 10A-10H). Nos 

grupos Biodentine e MTA, uma contínua camada de células exibindo forte 
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positividade foi observada adjacente a algumas áreas 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 superfície óssea aos 7 dias 

(Figura 10C) e aos 60 dias (Figura 10F). Osteoblastos imunopositivos ao osterix 

revestindo a superfície do processo alveolar estavam presentes no periodonto do 

grupo Controle (Figuras 10G-10H). Os cortes usados como controle negativo da 

reação imuno-histoquímica não apresentaram células imunopositivas (Figura 10I). 

 A análise quantitativa (Tabela 7) revelou que no grupo Controle não foram 

detectadas diferenças significantes (p ≥ 0,9194) no número de osteoblastos 

imunopositivos com o decorrer do tempo. Aos 7 dias, o mais alto número de células 

imunopositivas foi detectado no grupo Biodentine (p < 0,0001), enquanto diferenças 

significantes não foram observadas entre os grupos MTA e Controle (p = 0,0532). 

Aos 15 dias, não houve diferença entre os grupos Biodentine e Controle (p = 

0,8519), enquanto o grupo MTA mostrou menor número de osteoblastos que ambos 

(p ≤ 0,0022). No período de 30 dias, o número de células imunopositivas foi maior 

significantemente no grupo Biodentine em comparação ao grupo MTA (p = 0,0024) e 

ambos em relação ao grupo Controle (p < 0,0001). Diferenças significantes entre os 

grupos Biodentine e MTA não foram detectadas (p = 0,3255) no período de 60 dias; 

neste período, ambos apresentaram mais osteoblastos que o grupo Controle (p < 

0,0001).
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Fonte: Elaboração própria. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figuras 10A-10I – Fotomicrografias de porções do periodonto subjacente à região 

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 à reação imuno-histoquímica para detecção 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 superfície do processo alveolar (PA) subjacente às perfurações 

de furca. Os grupos Sham (Figuras 10C e 10G) e Controle (Figura 10D) apresentam 

poucos osteoblastos imunopositivos (setas) na superfície do processo alveolar (PA). 

A Figura 10H mostra, em aumento maior, osteoblastos exibindo forte 

imunopositividade ao osterix (setas) na superfície do processo alveolar (PA). A 

Figura 10I mostra uma porção do corte incubado com soro não-imune (controle 

negativo) com osteoblastos (setas) na superfície óssea (PA). VS, vasos sanguíneos. 

Figuras 10A-10G: 175x; Figuras 10H e 10I: 350x. 
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 Com relação à análise dos dados de cada grupo entre os períodos, diferenças 

significantes não foram observadas no grupo Biodentine entre os períodos de 7, 30 e 

60 dias (p ≥ 0,1212). O grupo MTA mostrou um aumento significante no número de 

células positivas ao osterix (p < 0,0001) aos 30 e 60 dias em comparação aos 7 dias. 

De 7 para 15 dias, tanto o grupo Biodentine quanto o MTA apresentaram redução 

estatisticamente significante (p < 0,0001); por outro lado, um aumento significante foi 

observado no número de células imunopositivas (p < 0,0001) de 15 para 30 dias. De 

7 para 60 dias, o grupo Sham apresentou uma redução significante (p = 0,0097) no 

número de células osterix-positivas na superfície do processo alveolar. 

 

Tabela 7 – Número de osteoblastos por milímetro de superfície óssea nos grupos 

Biodentine, MTA, Sham e Controle após 7, 15, 30 e 60 dias 

 Biodentine MTA Sham Controle 

7 dias 34,23 ± 2,58 a,1 26,99 ± 2,83 b,1 9,89 ± 1,21 c,1 23,79 ± 2,30 b,1 

15 dias 24,30 ± 2,27 a,2 18,75 ± 0,80 b,2 7,45 ± 1,99 c,1-2 23,32 ± 2,40 a,1 

30 dias 35,99 ± 1,30 a,1 31,46 ± 2,01 b,3 6,91 ± 1,74 c,1-2 23,21 ± 1,41 d,1 

60 dias 37,14 ± 1,62 a,1 39,23 ± 2,19 a,4 5,65 ± 0,78 b,2 22,97 ± 2,02 c,1 

Valores numéricos representam média ± desvio padrão. 
Comparação entre os grupos no mesmo período é indicada por letras sobrescritas nas linhas; mesma 
letra = sem diferença estatística. 
Comparação de cada grupo no decorrer do tempo é indicada por números sobrescritos nas colunas; 
mesmo número = sem diferença estatística. 
Teste de Tukey (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaboração própria. 

 

5.8 Conteúdo de Colágeno Birrefringente 

 

 No grupo Controle, o ligamento periodontal subjacente à região de furca dos 

molares continha diversos feixes de colágeno birrefringente (Figuras 11A e 11B). No 

período de 7 dias, extensas áreas do espaço periodontal subjacente às perfurações 

nos molares dos grupos experimentais (Biodentine, MTA e Sham) não apresentaram 

material birrefringente (Figuras 11C-11E). Após 60 dias ao selamento, as áreas não 

birrefringentes no espaço periodontal subjacentes às perfurações dos grupos 

Biodentine e MTA apresentaram-se bem delimitadas e aparentemente menores 
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(Figuras 11F e 11G) em comparação ao período inicial (Figuras 11C e 11D). No 

grupo Sham, subjacente às perfurações foram observadas extensas áreas com 

ausência de material birrefringente (Figura 11H). 

 A análise quantitativa (Tabela 8) revelou que o grupo Controle, em todos os 

períodos, apresentou o conteúdo de colágeno birrefringente significantemente maior 

em comparação aos demais grupos (p ≤ 0,0022). Além disso, diferenças 

significantes no conteúdo de colágeno no grupo Controle não foram detectadas no 

decorrer do tempo (p ≥ 0,317). Nos períodos de 15, 30 e 60 dias, o conteúdo de 

colágeno no grupo Sham foi significantemente menor (p ≤ 0,0012) em comparação 

aos demais grupos. 

 Aos 7 dias, diferença significante não foi verificada entre os grupos Biodentine 

e Sham (p = 0,8303). Diferenças significantes não 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 conteúdo de colágeno 

foi significantemente maior em relação ao grupo Biodentine, embora 

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

 

Tabela 8 – Conteúdo de colágeno birrefringente (em porcentagem) nos grupos 

Biodentine, MTA, Sham e Controle após 7, 15, 30 e 60 dias 

 Biodentine MTA Sham Controle 

7 dias 0,78 ± 0,11 a-b,1 2,24 ± 0,88 a,1 0,23 ± 0,17 b,1 27,14 ± 0,98 c,1 

15 dias 4,41 ± 0,52 a,2 5,44 ± 1,54 a,2 1,89 ± 0,77 b,1 27,59 ± 1,64 c,1 

30 dias 16,21 ± 0,68 a,3 19,57 ± 0,77 b,3 6,51 ± 1,24 c,2 27,85 ± 1,23 d,1 

60 dias 23,03 ± 0,65 a,4 25,84 ± 0,68 b,4 10,54 ± 1,83 c,3 28,25 ± 0,80 d,1 

Valores numéricos representam média ± desvio padrão. 
Comparação entre os grupos no mesmo período é indicada por letras sobrescritas nas linhas; mesma 
letra = sem diferença estatística. 
Comparação de cada grupo no decorrer do tempo é indicada por números sobrescritos nas colunas; 
mesmo número = sem diferença estatística. 
Teste de Tukey (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaboração própria. 
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Fonte: Elaboração própria. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 microscópio com luz 

polarizada. A Figura 11A mostra o ligamento periodontal (LP) preenchendo o espaço 

entre o processo alveolar (PA) e a superfície externa da raiz na região de furca do 

molar. Inúmeros feixes de fibras colágenas birrefringentes (em vermelho-alaranjado) 

estão presentes no ligamento periodontal (LP). O processo alveolar (PA) exibe 

evidente birrefringência. A Figura 11B, área delimitada em 11A, é uma imagem 

representativa da área usada para quantificação de colágeno birrefringente. Note a 

presença de espessos feixes de colágeno birrefringente no ligamento periodontal. 

Aos 7 dias (Figuras 11C-11E), pouco material birrefringente é observado no espaço 

periodontal (EP) ampliado, na região subjacente às perfurações de furca (PF). O 

processo alveolar (PA) reabsorvido apresenta contorno irregular. No período de 60 

dias, os grupos Biodentine (Figura 11F) e MTA (Figura 11G) apresentam, 

subjacentemente à região de furca (áreas em preto), colágeno birrefringente. No 

grupo Sham (Figura 11H) uma extensa área não birrefringente é observada na 

região de furca; esta área estende-se até a superfície do cemento celular (C) do 

terço apical da raiz distal, indicando uma lesão de furca (LF). D, dentina; CP; câmara 

pulpar. Figuras 11A e 11C-11H: 25x; Figura 11B: 350x. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 A perfuração de furca é uma condição prejudicial a qual gera danos aos 

tecidos periodontais adjacentes devido ao estabelecimento de uma intensa reação 

inflamatória. Os nossos resultados indicam que a perda do processo alveolar ocorre 

de maneira rápida e independentemente do selamento realizado ou não da 

perfuração do soalho da câmara pulpar, uma vez que diferenças significantes não 

foram detectadas no espessamento do espaço periodontal entre os grupos 

experimentais nos períodos de 7 e 15 dias. No entanto, com o decorrer do tempo o 

selamento com Biodentine ou MTA exerce um papel significativo na modulação da 

resposta inflamatória e da perda óssea do processo alveolar inter-radicular, desde 

que diferenças significantes no número de células inflamatórias e osteoclastos não 

foram observadas nos grupos Biodentine e MTA em comparação ao grupo controle 

aos 30 e 60 dias. 

 No que se refere aos efeitos sistêmicos, não foram encontrados na literatura 

relatos quanto ao estudo de alterações hepáticas e/ou renais induzidas por 

Biodentine ou MTA quando utilizados na simulação clínica do selamento de 

perfurações de furca em molares de ratos. De modo geral, os materiais em estudo 

não apresentaram respostas sistêmicas adversas em níveis sorológicos hepáticos, 

uma vez que não houve diferença significante quando os subgrupos foram 

comparados com o padrão de referência. No entanto, o nível de TGO apresentou-se 

mais elevado no grupo MTA aos 60 dias em comparação aos períodos anteriores 

deste grupo e também aos demais grupos, semelhantemente ao observado em 

estudos prévios com implantação deste cimento em subcutâneo de ratos101,102. 

Porém, ao contrário de um trabalho prévio101, nossos resultados mostraram que não 

houve alteração nos níveis de TGP no grupo MTA. Ambas as aminotransferases são 

enzimas indicadoras de possível lesão ou necrose de hepatócitos107,111. Assim, é 

provável que o MTA em contato com os tecidos periodontais no selamento de 

perfuração de furca de molares de ratos possa ter levado ao acúmulo de partículas 

no fígado resultantes da solubilidade destes cimentos. Quanto às funções 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 comparação aos valores de referência, 

semelhantemente ao observado para o MTA previamente101,102. 
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 Uma provável explicação para as alterações séricas hepáticas e renais pode 

ser a liberação de metais como o arsênio71,128–130 e o alumínio104,105 pelos cimentos. 

Quando em contato com os fluidos teciduais, metais liberados pelos cimentos podem 

se acumular nos órgãos e, possivelmente, induzir alterações estruturais e 

bioquímicas101,102,105,131,132. Considerando-se que a dose letal de arsênio 

administrada oralmente é de 2 a 3 mg/kg de peso corporal, a dose tóxica para um 

adulto de 70 kg seria de 140 a 210 mg133; uma vez que menos de 1 g de cimento é 

utilizado rotineiramente no selamento de perfurações de furca, a quantidade de 

arsênio liberada pelo MTA128 é muito menor que a dose tóxica. Apesar de os dados 

encontrados em modelos animais não poderem ser imediatamente extrapolados 

para a prática clínica, estes resultados preliminares podem conduzir ao futuro estudo 

da toxicidade dos materiais reparadores em humanos. 

 No presente estudo, o Biodentine induziu intensa resposta inflamatória no 

ligamento periodontal subjacente às perfurações, com número de células 

inflamatórias significantemente maior em comparação ao MTA. Uma reação 

inflamatória inicial mais acentuada deste cimento em comparação ao MTA foi 

também reportada em implantes no subcutâneo de ratos27,83. Esta reação tecidual 

distinta inicialmente tem sido atribuída à composição química e propriedades físico-

químicas destes materiais levando a uma resposta imuno-inflamatória diferencial do 

hospedeiro. 

 Apesar de ambos os materiais serem compostos principalmente por silicato 

tricálcico71, o radiopacificador do Biodentine é o óxido de zircônio80, enquanto o do 

MTA é o óxido de bismuto22. O cimento Portland (CP) associado ao óxido de zircônio 

induz uma reação inflamatória menor em comparação ao CP associado ao óxido de 

bismuto indicando, portanto, que o óxido de zircônio proporciona menor agressão 

aos tecidos52. Assim, não é provável que o radiopacificador do Biodentine seja 

responsável pela maior intensidade inicial da resposta inflamatória. No entanto, o 

líquido do Biodentine é composto por água destilada, cloreto de cálcio e um polímero 

hidrossolúvel com efeito redutor de água76,88, enquanto que o líquido do MTA é água 

destilada31,32. Há evidência de que o cloreto de cálcio, um acelerador da reação de 

presa55, adicionado ao MTA reduz a viabilidade e adesão de células da linhagem 

MG-63 de osteossarcoma humano134. Deste modo, a composição do líquido do 

Biodentine pode ser responsável, pelo menos em parte, pela reação inflamatória 

mais intensa no período de 7 dias. 
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 Além disso, o Biodentine apresenta maior solubilidade no período de 7 dias 

após a reação de presa em comparação ao MTA135,136. Os efeitos biológicos dos 

cimentos à base de silicato de cálcio são devidos à sua dissolução superficial 

quando expostos a fluidos biológicos, resultando na liberação de íons por difusão no 

meio extracelular e afetando diversos tipos celulares com potencial impacto do 

desenvolvimento de fenótipos específicos137. As partículas liberadas e os íons 

difundidos nos tecidos estimulam a liberação de citocinas e o recrutamento de 

células inflamatórias para o local agredido94,98. Dentre as diversas citocinas pró-

inflamatórias, há evidência de que a IL-6 exerce um papel importante na instalação 

da reação inflamatória ao estimular a quimiotaxia de neutrófilos138. O processamento 

proteolítico do receptor IL-6R pelos neutrófilos recrutados induz a trans-sinalização 

de IL-6 em células residentes dos tecidos, consequentemente levando a uma 

supressão do recrutamento de neutrófilos e aumento do recrutamento de 

monócitos138,139. 

 A forte correlação positiva encontrada entre a redução da reação inflamatória 

e a imunoexpressão para IL-6 nas cápsulas adjacentes aos implantes de Biodentine 

e MTA no subcutâneo de ratos27 indica que esta citocina constitui um dos 

parâmetros que refletem a intensidade do processo inflamatório. Além de exercer um 

papel modulador do processo inflamatório, a IL-6 é uma citocina envolvida no 

processo de reabsorção óssea125,140. A IL-6 estimula a formação e atividade de 

osteoclastos na lesão periapical141–144, na doença periodontal125,145–149 e na artrite 

reumatoide150–153. Nossos resultados mostraram que nos períodos iniciais o 

Biodentine induziu maior imunoexpressão de IL-6 em comparação com o MTA, 

semelhantemente ao observado em relação ao número de células inflamatórias. No 

entanto, ambos os grupos apresentaram nítida redução na imunoexpressão para IL-

6 paralelamente à redução do número de células inflamatórias no decorrer do tempo. 

Estes dados são similares ao previamente reportado pelo nosso grupo na análise da 

biocompatibilidade destes cimentos em subcutâneo de ratos27. 

 A quantidade pronunciada de osteoclastos explicita a intensa reabsorção 

óssea na região de furca dos molares com perfuração do soalho da câmara pulpar, 

levando à perda do processo alveolar e, consequentemente, ao espessamento do 

espaço periodontal nos períodos iniciais. Embora diferenças significantes não 

tenham sido detectadas no número de osteoclastos entre os grupos Biodentine e 

MTA, nossos resultados mostraram que a perda óssea observada no grupo 
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Biodentine foi inicialmente mais rápida e significante em comparação ao grupo MTA. 

De fato, aos 7 dias o espaço periodontal dos molares do grupo Biodentine 

apresentou-se maior significantemente em comparação ao grupo MTA. Assim, estes 

resultados sugerem que o MTA deve pelo menos em parte inibir a atividade 

reabsortiva dos osteoclastos. 

 Considerando que diferenças significantes não foram detectadas na 

quantidade de osteoclastos, é possível que a perda óssea mais evidente observada 

no grupo Biodentine aos 7 dias seja reflexo de uma maior atividade reabsortiva dos 

osteoclastos deste grupo. Há evidências de que o tamanho dos osteoclastos bem 

como o número de núcleos por célula e a relação da superfície de contato do 

osteoclasto/superfície óssea são parâmetros diretamente associados com sua 

atividade reabsortiva154,155. Portanto, é possível que a perda óssea mais acentuada 

no grupo Biodentine seja em decorrência de diferenças estruturais e funcionais dos 

osteoclastos que refletiram em sua atividade reabsortiva. 

 A IL-6 produzida e liberada pelas células inflamatórias, células endoteliais, 

fibroblastos e osteoblastos estimula a produção de RANKL125,140,156 o qual, quando 

acoplado ao receptor RANK presente nos precursores de osteoclastos, estimula a 

fusão e diferenciação destes assumindo, portanto, um papel fundamental na 

formação e diferenciação de osteoclastos125,157,158. Considerando que a alta 

imunoexpressão para IL-6 foi acompanhada pelo aumento significante no número de 

osteoclastos TRAP-positivos na superfície do processo alveolar nos períodos de 7 e 

15 dias, é possível sugerir que a reabsorção do processo alveolar subjacente às 

perfurações do soalho da câmara pulpar é mediada pela IL-6. Esta ideia é reforçada 

desde que no grupo Sham, aos 60 dias, o elevado número de células IL-6-

imunopositivas foi acompanhado pela marcante presença de osteoclastos, 

culminando com um aumento significante do espaço periodontal. 

 Adicionalmente, nossos resultados indicam que houve diminuição da 

reabsorção do processo alveolar subjacente aos molares selados com os materiais 

reparadores, desde que não houve diferença significante no número de osteoclastos 

entre os grupos Biodentine, MTA e Controle aos 30 e 60 dias. A regressão do 

infiltrado inflamatório e da imunoexpressão de IL-6 no decorrer do tempo nos grupos 

Biodentine e MTA devem ser responsáveis pela redução no número de osteoclastos 

e, consequentemente, pela diminuição na reabsorção óssea. Além disso, a 

significante redução na espessura do espaço periodontal nos grupos Biodentine e 
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MTA detectada aos 60 dias, em comparação aos 15 dias, indica que a diminuição da 

reabsorção óssea foi acompanhada pela neoformação de matriz óssea no processo 

alveolar inter-radicular. De fato, um aumento expressivo no número de osteoblastos 

imunopositivos ao osterix foi observado na superfície óssea do processo alveolar 

nos grupos Biodentine e MTA, em relação aos grupos Controle e Sham. 

 O osterix possui papel fundamental na formação óssea159, uma vez que é um 

fator de transcrição da diferenciação e atividade de osteoblastos160,161. Dessa 

maneira, o Biodentine e o MTA induzem a diferenciação e a atividade de 

osteoblastos exibindo, portanto, um potencial osteogênico. Embora, aos 60 dias, nos 

grupos Biodentine e MTA o espaço periodontal ainda estivesse ampliado em 

comparação com o grupo Controle, a persistência da alta expressão de osterix e a 

baixa quantidade de osteoclastos indicam que os tecidos periodontais estavam em 

processo de reparo. 

 Há evidências de que o Biodentine e o MTA induzem a reparação de tecidos 

mineralizados, estimulando a proliferação vascular e a diferenciação celular19,162,163. 

Células pulpares de dentes humanos cultivadas com Biodentine e MTA 

apresentaram um aumento na liberação de fator de crescimento transformante β-1 

(TGF-β1)70, o qual estimula a diferenciação de osteoblastos164. Células Saos-2 

exibiram expressão acentuada de proteína morfogenética óssea 2 (BMP-2), fator 

também envolvido na diferenciação de osteoblastos, quando foram cultivadas com 

Biodentine e MTA89. A proliferação e diferenciação de osteoblastos podem ser 

induzidas tanto por altos níveis de cálcio extracelular165–168 quanto pela alcalinidade 

do meio169,170. Este potencial osteogênico tem sido atribuído à liberação de íons 

cálcio49,171 e ao pH alcalino171,172 dos cimentos à base de silicato de cálcio. É 

possível que a maior quantidade de cálcio liberada pelo Biodentine em comparação 

ao MTA49 possa explicar o número significantemente maior de osteoblastos osterix-

imunopositivos na superfície óssea aos 7, 15 e 30 dias neste grupo. Aos 60 dias, o 

número elevado de osteoblastos concomitante ao número reduzido de osteoclastos 

sugere que o Biodentine e o MTA usados no selamento de perfurações de furca 

estimulam a diferenciação de osteoblastos e, consequentemente, a formação óssea 

do processo alveolar, favorecendo, portanto, o reparo dos tecidos periodontais. De 

fato, a significante redução da espessura do espaço periodontal nos grupos 

Biodentine e MTA aos 60 dias em comparação ao período de 15 dias suporta esta 

ideia. 
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 O aumento significante na frequência de fibroblastos e do conteúdo de 

colágeno birrefringente concomitantemente à significante redução no número de 

células inflamatórias no espaço periodontal dos grupos Biodentine e MTA apontam 

para uma reorganização do ligamento periodontal. Estudos usando culturas de 

fibroblastos em contato com o Biodentine e com o MTA têm demonstrado baixa 

citotoxicidade, possibilitando a proliferação e adesão celular29,173–177. Fibroblastos do 

ligamento periodontal humano em contato com MTA apresentaram um aumento da 

expressão do gene COL 1178, sugerindo que este cimento deve estimular a formação 

de colágeno tipo I. O MTA usado no selamento de perfurações de furca em molares 

de ratos favoreceu a regressão do processo inflamatório inicialmente instalado no 

espaço periodontal e estimulou a formação de feixes de colágeno15. Em subcutâneo 

de ratos, o MTA também induz a proliferação de fibroblastos e, consequentemente, a 

formação de uma cápsula delgada de colágeno28. No presente estudo, o aumento 

significante de fibroblastos e de colágeno foi acompanhado pela redução significante 

de células inflamatórias, indicando que os materiais à base de silicato de cálcio, no 

decorrer do tempo, devem inibir a liberação de citocinas pró-inflamatórias, dentre 

elas a IL-6, contribuindo para a regressão do processo inflamatório. 

Concomitantemente, o Biodentine e o MTA estimulam a expressão de fatores que 

atuam na proliferação e diferenciação celular, promovendo a neoformação de 

componentes estruturais dos tecidos, dentre eles o colágeno. 

 O tratamento mais indicado de perfurações é o selamento imediato com um 

material biocompatível o qual seja insolúvel frente aos fluidos teciduais e também 

que permita a regeneração dos tecidos adjacentes13. Nossos dados corroboram que 

o selamento das perfurações com ambos os cimentos à base de silicato tricálcico 

possibilitou uma modulação da resposta inflamatória no decorrer do tempo. Sem 

adequado selamento da perfuração, como observado no grupo Sham, esta 

complicação provoca a destruição contínua dos tecidos de suporte do dente, 

levando à potencial perda do elemento dentário. Além da reação inflamatória, nos 

períodos iniciais é nítida a desorganização dos tecidos periodontais e a exacerbada 

desestruturação do conteúdo de colágeno, evidenciadas pela intensa redução da 

porcentagem de colágeno birrefringente nos grupos submetidos às perfurações. No 

decorrer do tempo, a regressão do processo inflamatório e o aumento da quantidade 

de fibroblastos com consequente síntese de colágeno, como observado nos nossos 

resultados, são indicativos da compatibilidade biológica dos cimentos28,179,180, além 
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da tendência ao reparo dos tecidos periodontais. 

 Nos períodos de 30 e 60 dias não houve diferença significante entre ambos 

os cimentos de maneira geral, sugerindo que a reação dos materiais antes da presa 

levou a uma resposta tecidual mais acentuada. Ambos os cimentos apresentam 

solubilidade semelhante a partir de 30 dias135, o que pode justificar a ausência de 

diferença na resposta biológica a estes materiais nos períodos de 30 e 60 dias. Além 

disso, com o passar do tempo, os grupos tratados com estes materiais apresentaram 

significante redução de osteoclastos, concomitantemente ao elevado número de 

osteoblastos, indicando que a neoformação óssea na região de furca deve ser mais 

expressiva que a destruição. Esta ideia é reforçada desde que aos 60 dias uma 

redução significante do espaço periodontal foi observada nos grupos Biodentine e 

MTA em comparação aos períodos iniciais. Estes achados são compatíveis com a 

condição de reparo tecidual almejado no selamento de perfurações de furca. 
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7 CONCLUSÃO 

 

• Os dados bioquímicos indicam que Biodentine e MTA não devem induzir 

alterações hepáticas no decorrer do tempo. Por outro lado, a alteração na 

concentração de creatinina no grupo Biodentine sugere que este cimento 

pode promover alterações renais; 

 

• As perfurações do soalho da câmara pulpar causam intensa agressão ao 

periodonto subjacente, mas os materiais reparadores foram capazes de 

amenizar os danos aos tecidos periodontais; 

 

• Biodentine e MTA modulam a resposta imunoinflamatória no decorrer do 

tempo; 

 

• Com o decorrer do tempo, ambos os cimentos reduzem o número de 

osteoclastos e, consequentemente, diminuem a reabsorção óssea na região 

interradicular; 

 

• Biodentine e MTA estimulam a diferenciação de osteoblastos favorecendo a 

formação óssea no processo alveolar inicialmente reabsorvido. 
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