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Queiroz MB. Reacao tecidual e bioatividade de materiais endoddnticos bioceramicos
reparadores em subcutaneo de ratos [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

O objetivo foi avaliar a reagédo tecidual e o potencial bioativo causado por materiais
bioceramicos implantados no tecido conjuntivo do subcutdneo de ratos adultos. Para isso,
tubos de polietileno preenchidos com um dos materiais ou vazios (grupo controle, GC) foram
implantados no subcutaneo de ratos (n=8/grupo por periodo). Apés 7, 15, 30 e 60 dias, os
implantes e os tecidos circundantes foram removidos e processados para inclusdo em
parafina para analise dos seguintes parametros: numero de células inflamatérias (Cl) e de
fibroblastos (Fb), espessura das capsulas (EC), quantidade de colageno birrefringente, imuno-
histoquimica para deteccao de interleucina-6 (IL-6) e osteocalcina (OCN), a reagéo de von
Kossa e anadlise de cortes nao corados sob luz polarizada. Os dados foram submetidos ao
ANOVA two-way seguido pelo teste de Tukey (p<0,05). Publicagdo 1: Avaliar a
biocompatibilidade e o potencial bioativo de um material reparador experimental a base de
silicato tricalcico com 30% de tungstato de calcio (TCS + CaWO,) em comparacao ao MTA
Repair HP (MTA HP; Angelus, Brasil) e ao Bio-C Repair (Bio-C; Angelus, Brasil). Em todos os
periodos, nao houve diferengas significantes no numero de CI, nimero de células IL-6-
imunopositivas e no conteudo de colageno entre os materiais bioceramicos (p>0,05). De 7
para 60 dias, ocorreu uma reducgao significante no numero de Cl, na imunoexpresséao de IL-6
e na EC, acompanhada por um aumento significante no numero de Fb e na quantidade de
colageno. Estruturas positivas ao von Kossa e birrefringentes, além de células imunopositivas
a OCN foram observadas nas capsulas ao redor de todos os materiais, exceto no GC. O TCS
+ CaWO., é biocompativel e apresentou potencial bioativo. Publicagcdo 2: Comparar a
resposta tecidual dos materiais a base de silicato tricalcico Bio-C Pulpo (Angelus, Brasil),
Biodentine (Septodont, Franga) e MTA branco (WMTA; Angelus, Brasil). Aos 7 e 15 diasa EC
dos materiais Bio-C Pulpo e Biodentine foram iguais e ndo houve diferenga significativa
(p>0,05), sendo maiores em comparagdo ao WMTA (p<0,05); as capsulas ao redor de todos
os materiais foram significantemente mais espessas em comparagéo ao GC (p<0,05). Aos 30
e 60 dias, a EC ao redor dos materiais ndo apresentou diferengcas significantes em
comparacao a do GC. Apesar do maior numero de Cl observado aos 7 dias nas capsulas do
Biodentine em comparagdo ao Bio-C Pulpo e WMTA espécimes (p<0,05), diferengas
significantes nao foram observadas entre os grupos contendo os materiais (p>0,05), nos
periodos de 15 e 30 e 60 dias. De 7 para 60 dias, ocorreu uma redugéao significante na EC,
no numero de Cl e de células IL-6-imunopositivas que foi acompanhada por um aumento
significante no numero de Fb e na quantidade de colageno nas capsulas de todos os grupos.
As capsulas ao redor de todos os materiais apresentaram estruturas von Kossa-positivas e
birrefringentes, e células OCN-imunopositivas, enquanto que estas estruturas bem como
células imunopositivas a OCN ndo foram encontradas no GC. O Bio-C Pulpo,
semelhantemente ao Biodentine e WMTA, é biocompativel e permite a reparacéo do tecido
conjuntivo, além de induzir a imunoexpressdo de osteocalcina e a deposi¢do de calcita
sugerindo que este material deve apresentar um potencial bioativo. Assim, o Bio-C Pulpo pode
ser uma alternativa de material reparador em diferentes procedimentos clinicos de pulpotomia,
capeamento pulpar direto e indireto, em dentes decididuos e dentes permanentes jovens.

Palavras chave: Endodontia. Teste de biocompatibilidade. Imuno-histoquimica.
Interleucina-6. Osteocalcina.



Queiroz MB. Tissue reaction and bioactivity of bioceramic endodontic repair materials
in subcutaneous tissue of rats [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2022.

ABSTRACT

The aim was to evaluate the tissue reaction and the bioactive potencial caused by bioceramic
materials implanted in the subcutaneous connective tissue of adult rats. For this, polyethylene
tubes filled with one of the materials or empty (control group, CG) were implanted into the
subcutaneous tissue of rats (n=8/group per period). After 7, 15, 30 and 60 days, the implants
and surrounding tissues were removed and processed for embedding in paraffin to evaluate
the following parameters: number of inflammatory cells (IC) and fibroblasts (Fb), capsule
thickness (CT), amount of birefringent collagen, immunohistochemistry detection of interleukin-
6 (IL-6) and osteocalcin (OCN), von Kossa reaction and analysis of unstained sections under
polarized light. Data were submitted to two-way ANOVA followed by Tukey's test (p<0.05).
Publication 1: To evaluate the biocompatibility and bioactive potential of an experimental
repair material containing 70% tricalcium silicate and 30% calcium tungstate (TCS + CaWOQ)
compared to MTA Repair HP (MTA HP; Angelus, Brazil) and Bio- C Repair (Bio-C; Angelus,
Brazil). In all periods, there were no significant differences in the number of IC, number of IL-
6-immunolabelled cells and in the collagen content among the bioceramic materials (p>0.05).
From 7 to 60 days, there was a significant reduction in the number of IC, in the
immunoexpression of IL-6 and in CT accompanied by a significant increase in the number of
Fb and the amount of collagen. von Kossa-positive and birefringent structures, besides to
OCN-immunolabelled cells were observed in the capsules around all materials, except in the
CG. TCS + CaWOs is biocompatible and showed bioactive potencial.

Publication 2: To compare the tissue response of Bio-C Pulpo (Angelus, Brazil) with
Biodentine (Septodont, France) and White MTA (WMTA; Angelus, Brazil) tricalcium silicate-
based materials. At 7 and 15 days, significant difference was not found in the CT around Bio-
C Pulpo and Biodentine specimens, but the CT of these groups was greater than in WMTA
(p<0.05); the CT around materials was significantly higher than in CG specimens (p<0.05). At
30 and 60 days, significant difference in the CT was not detected among the groups, including
the CG. Despite the higher number of IC observed at 7 days in Biodentine capsules than in
Bio-C Pulpo and WMTA specimens (p<0.05), no significant differences were observed among
bioceramic materials (p>0.05) at 15 and 30 and 60 days. From 7 to 60 days, there was a
significant reduction in the number of IC, number of IL-6-immunopositive cells and CT, which
was accompanied by a significant increase in the number of Fb and the amount of collagen in
the capsules of all groups. The capsules around all materials showed von Kossa-positive and
birefringent structures, and OCN-immunopositive cells, while these structures as well as OCN-
immunopositive cells were not found in the CG. The Bio-C Pulpo, similarly to Biodentine and
WMTA, is biocompatible and allows the connective tissue repair. Moreover, Bio-C Pulpo
induces the immunoexpression of osteocalcin and the deposition of calcite suggesting that this
material may have a bioactive potential. Thus, the Bio-C Pulpo can be an alternative repair
material in different clinical procedures of pulpotomy, direct and indirect pulp capping, in
deciduous teeth and young permanent teeth.

Keywords: Endodontics. Biocompatibility test. Immunohistochemistry. Interleukin-6.
Osteocalcin.
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1 INTRODUGAO

Um material reparador endodéntico ideal deve tem a capacidade de selar as
vias de comunicagdo entre o sistema de canais radiculares e seus tecidos
circundantes, deve ser ndo téxico, ndo carcinogénico, ndo genotdxico, biocompativel,
insoluvel em fluidos teciduais e dimensionalmente estavel. Os materiais reparadores
sdao amplamente utilizados em pulpotomias, protecdes pulpares, processos de
regeneracdo pulpar, barreiras apicais, perfura¢gdes radiculares e obturacéo
retrograda’-?. Esses materiais apresentam silicato de calcio em sua composigdo sendo
considerados como bioativos?®.

O Mineral Triéxido Agregado (MTA) foi desenvolvido por Torabinejad, em
1993, e recomendado como material reparador, o primeiro a ser desenvolvido foi o
MTA cinza3. Em 1998, o ProRoot MTA cinza (ProRoot MTA cinza; Denstply, Tulsa,
OK, USA) foi introduzido no mercado. Este material continha na sua composi¢céo
53,1% de silicato tricalcico, 22,5% de silicato dicalcico, 21,6% de 6xido de bismuto
(Bi203) e vestigios de sulfato de calcio*®. Inicialmente a razao para a introdugao do
MTA branco como substituto do MTA cinza foi fornecer uma tonalidade mais proxima
da cor dos dentes, em oposi¢do a cor cinza contrastante’. Os elementos de transigéo
tardia como por exemplo Cr, Mn, Fe, Cu tém elétrons d-livres (elétrons ndo envolvidos
na ligagcéo) por isso, exibem cores fortes quando em suas formas de Oxido, ja os
oxidos de elementos que ndo possuem elétrons facilmente excitados como Mg, Al, Si,
P, S, K, Ca e Titendem a ser incolores ou brancos, em contra partida o elemento mais
pesado Bi tem um oxido amarelo®. O MTA branco da Angelus (WMTA; Angelus,
Industria de Produtos Odontologicos S/A, Londrina, PR, Brasil), comegou a ser
comercializado em Margo de 2002, é considerado um material biocompativel e possui
capacidade de selamento e bioatividade®. A principal diferenca na composicdo
quimica entre o MTA cinza (ProRoot; Denstply, Tulsa, OK, USA) e o MTA branco
(MTA; Denstply, Tulsa, OK, USA), € uma diminuig&do significativa na quantidade de
ferro e outros elementos metalicos quando comparado ao cinza'®.

O MTA (Angelus, Industria de Produtos Odontologicos S/A, Londrina, PR,
Brasil) foi denominado como material “hidraulico” a base de silicato de calcio'. A
denominagdo de cimento “hidraulico” ocorreu em 2005'>'! pois esse cimento
necessita de agua para a sua reagao de presa (por meio de uma reagao de

hidratagdo). Assim, este material pode ser empregado em ambientes umidos
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contendo sangue, fluido tecidual, solugdes irrigadoras e materiais restauradores'. Ha
formacédo de carbonato de calcio quando esses materiais estdo em contato com o
sangue'®, em obturagdes retrogradas’, na utilizagdo como material de barreira em
procedimentos reparadores’®, e formacédo de apatita quando o material & utilizado
como cimento endodéntico em contato com a dentina’® e em terapias de polpa vital'’.

O MTA é fabricado a partir do Cimento Portland (CP), utilizado na fabricagao
de concreto para a construgdo civil, tanto o ProRoot MTA*512'8 quanto o MTA
Angelus’'. Portanto, o MTA apresenta CP como componente principal’®.
Atualmente a empresa afirma que o MTA ¢é produzido apenas a partir de produtos
sintetizados. Pois, uma desvantagem seria que no estudo realizado com cimento
Portland branco, cimento Portland cinza, GMTA e MTA, mostrou que esses materiais
apresentavam contaminagdo por metais pesados como arsénio, cromo, cadmio,
cobre, ferro, manganés, niquel, bismuto, zinco e chumbo?. Em um estudo com duas
marcas comerciais de MTA (MTA branco; Denstply, Tulsa, OK, USA e MTA branco;
Angelus, Industria de Produtos Odontoldgicos S/A, Londrina, PR, Brasil) mostrou que
estes materiais contendo silicato de calcio apresentaram nivel de contaminagao
semelhante ao CP, onde levando em considerag¢ao que o MTA é constituido por 80%
em peso do cimento, o nivel de contaminagao por ions metalicos é considerado alto
em comparagéo ao CP?".

Com o intuito de eliminar esta desvantagem do MTA, devido aos efeitos
adversos que esses metais pesados podem causar no organismo?®?, biomateriais
contendo silicato tricalcico sintetizado puro tém sido pesquisados?®22. Sendo assim, a
Angelus substituiu o CP industrial por misturas sintéticas de silicato de calcio, por
causa da preocupagao com a lixiviacado de ions de aluminio, detectados em varios
orgaos periféricos e que também estéo associados ao estresse oxidativo no cérebro?*-
31, Além disso, metais pesados toxicos como cromo, arsénico e chumbo s&o
encontrados nos CP comerciais, resultantes do uso de matérias-primas e residuos
naturais impuros?'. Com isso, atualmente os cimentos a base de silicatos de calcio
sintéticos sao produzidos em laboratérios com a utilizagdo de matérias-primas mais
puras e com processos de fabricacdo apropriado a fim de evitar essas
contaminagdes’®.

Além da possibilidade de contaminagao pelos metais pesados, a presen¢a do
oxido de bismuto (Bi2O3) como radiopacificador no MTA provocava aumento na

porosidade®? e na solubilidade®3, diminuigédo na sua resisténcia a compress&o®32, além
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da possivel redugao na liberagao de hidroxido de calcio, prejudicando a estabilidade
dimensional do material®®. Além disso, diversos estudos demonstraram a
citotoxicidade®*3% e a reacdo inflamatéria mais intensa provocada pelo 6xido de
bismuto em comparacao a outros radiopacificadores, dentre eles o 6xido de zircénio3%-
39 6xido de nidbio3849 e tungstato de calcio*'42.

A presencga do 6xido de bismuto no MTA da Angelus também foi associada
com a alteragdo de cor das estruturas dentais*®. A alteragdo de cor é atribuida a
interagéo entre o 0xido de bismuto com estruturas dentarias duras*® e o hipoclorito de
sodio utilizado como solugéo irrigadora durante o tratamento*44°. O radiopacificador
oxido de bismuto interage com a dentina e outros componentes, resultando na
migragao de ions para a dentina, causando assim uma alteragdo da coloragdo do
dente*34446_ O dxido de bismuto € um bom agente radiopacificante devido ao seu alto
peso molecular (465,96 g/mol), pois requer pequenas quantidades para um nivel ideal
de radiopacidade (ou seja, 3 mm de Al — norma ISO 6876/2012) em comparagao com
radiopacificadores alternativos, como o tungstato de calcio com 287,92 g/mol e o 6xido
de zircénio com 123,21 g/mol de peso molecular®’.

Os cimentos a base de silicato tricalcico tém sido amplamente utilizados para
terapia endoddntica desde a década de 90, quando o MTA foi introduzido*®. Ha
evidéncias de que o uso de silicato tricalcico fornece propriedades adequadas de
manipulagao, tempo de presa, solubilidade, pH alcalino ao microambiente e liberagédo
de ions calcio, escoamento e porosidade, além de boas propriedades bioldgicas?*
29,49,50_

Os cimentos a base de silicato tricalcico apresentam biocompatiblidade e
estes materiais tem demostrado também potencial bioativo?”51:52. A hidratagcdo do
silicato tricalcico apos reagdo com agua forma silicato de calcio hidraulico hidratado e
hidréxido de calcio®. Viola et al.>* (2012) avaliaram a resposta tecidual por meio de
tubos de polietileno implantados no subcutaneo de ratos e preenchidos com os
materiais MTAS (material experimental MTA Sealer), MTA Angelus e CP. Os autores
encontraram que ocorreu um processo inflamatorio moderado nas capsulas que foi
observado em todos os grupos nos periodos de 7 e 14 dias. Apos 60 dias, verificaram
a reducéo significativa do numero de células inflamatérias em relagdo aos periodos
iniciais, porém nao houve diferengas significantes entre os grupos. A imunomarcagéo
de osteopontina (OPN) foi observada no citoplasma dos fibroblastos das capsulas

proximas aos implantes. Estruturas positivas para o de von Kossa foram também
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observadas nas capsulas adjacentes a todos os materiais implantados. Os resultados
indicaram fortemente que o MTAS, MTA e o CP apresentaram biocompatibilidade e
podem ser empregados como materiais reparadores endodénticos.

A Angelus, em virtude dos diversos estudos que apontavam a citotoxicidade do
oxido de bismuto®*3% em 2018, alterou sua formulagdo substituindo este
radiopacificador pelo tungstato de calcio (CaWO4). O CaWO4 associado ao CP,
promoveu maiores valores de pH e de liberacdo de ions calcio quando comparado ao
MTA da Angelus®®, aumento da resisténcia a compressao e diminuigio da solubilidade
do CP%%%_ Além disso, ndo alterou as propriedades mecanicas e o tempo de presa
final do cimento CP puro®. Quando o CaWO4 foi associado ao CP, o material manteve
a sua propriedade antimicrobiana®, além de n&o ser citotdxico%e.

A associacdo ao CP na proporgcdo de 20% de CaWOas, proporcionou ao
material a radiopacidade equivalente a 3,11 mm Al*’. A associagdo de 20% de CaWO4
ao cimento de silicato de calcio apresenta potencial bioativo semelhante ao do WMTA
Angelus, contendo ainda o 6xido de bismuto como agente radiopacificador®®, além de
baixa solubilidade e fornecer um pH alcalino ao meio?®. A associagdo de 30% de
CaWO4 ao cimento de silicato de calcio também resultou num cimento com adequadas
propriedade fisico-quimicas tais como radiopacidade, tempo de presa, solubilidade,
além de manter a liberagcéo de hidroxila (OH"), proporcionando uma alcalinizagdo do
meio e também apresentou viabilidade celular nos ensaios em cultura de células
SAQOS-2 de MTT (Metiltetrazolio), NR (vermelho neutro) e potencial bioativo devido a
inducdo de formacdo de nddulos de mineralizagdo e aumento da expressdo de
fosfatase alcalina?8-0.

O MTA Repair HP (MTA HP; MTA Repair High Plasticity; Angelus, Industria
de Produtos Odontoldgicos S/A, Londrina, PR, Brasil) € um material a base de silicato
tricalcico que apresenta as mesmas indicagdes e 0 mesmo radiopacificador quando
comparado ao WMTA Angelus (com o tungstato de calcio), de acordo com o
fabricante. Porém, uma diferenca encontrada, € a sua consisténcia na manipulagao.
Uma das principais desvantagens do MTA Angelus e do ProRoot MTA (Dentsply,
Tulsa Dental, Tulsa) é a sua consisténcia de manipulacdo e sua dificuldade de
insergdo e condensacgéao clinica®®’. Com isso o MTA HP foi desenvolvido a fim de
melhorar essa caracteristica. MTA HP & composto por silicato tricalcico, silicato
dicalcico, aluminato tricalcico, 6xido de calcio e tungstato de calcio (CaWOa4) em seu
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p6 enquanto o liquido contém agua e plastificantes, de acordo com o fabricante
(Angelus, MTA Repair HP). A presenga de plastificantes em seu liquido melhorou a
capacidade de manipulagdo desse material, ja que o WMTA Angelus apresenta uma
consisténcia arenosa e de dificil insercao%2. Ha evidéncia de que a cultura de células
de fibroblastos L929 na presenga de MTA Angelus contendo 6xido de bismuto
mostrou-se mais citotoxica em comparagédo ao MTA HP®%2. Além disso, o MTA HP
implantado no tecido conjuntivo do subcutdneo de ratos apresentou
biocompatibilidade, além de resultados que apontam para uma possivel bioatividade
deste material®?2,

Outro radiopacificador utilizado em materiais reparadores a base de silicato
de calcio é o 6xido de zircdnio (ZrO2) que mostrou ser “inerte”?, desde que nao alterou
as propriedades do material a base de silicato de calcio®63%4, A associagdo de ZrO-
ao material a base de silicato de calcio n&o interferiu na liberagdo do ions calcio?*3,
e na capacidade de alcalinizar o meio, além de manter o potencial bioativo do
material®>36, Além disso, este radiopacificante ndo sofre lixiviagdo quando imerso em
agua ou HBSS?*. Quando o silicato de calcio hidraulico estd associado ao
radiopacificador ZrO., apresenta um tempo de presa semelhante ao do MTA Angelus
(contendo o 6xido de bismuto), baixa solubilidade, radiopacidade superior a 3 mm Al,
além de proporcionar um pH alcalino ao meio?3¢. O ZrO, microparticulado ou
nanoparticulado associado aos cimentos a base de silicato de calcio, proporcionou
adequadas propriedades fisico-quimicas de radiopacidade, tempo de presa, pH
alcalino ao meio e resisténcia a compressao, além de promover uma menor reagao
inflamatdria em comparacéo ao 6xido de bismuto®.

Um material que apresenta ZrO, em sua composicdo € o Biodentine
(Septodont, Saint Maur des Fossés, Franga), que € um biomaterial a base de silicato
de célcio com indicagdes como material reparador semelhantes as do MTAS67° porém
este material apresenta melhor consisténcia em comparagido ao WMTA"". Biodentine
consiste em um pé que contém silicato tricalcico e dicalcico, carbonato de calcio, além
do ZrO2 como agente radiopacificante. O liquido é composto por cloreto de calcio e
redutor de agua em solugdo aquosa com mistura de um superplastificante a base de
policarboxilato®”6%. A hidratagdo do MTA é mais lenta que a do Biodentine e do silicato
tricalcico associado a 20% de ZrO», devido a menor quantidade de silicato tricalcico
presente no material®®>. O Biodentine possui um tempo de presa inicial de

aproximadamente 16,2 minutos e final de aproximadamente 35,4 minutos, menor que
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o do MTA Angelus que possui tempo de presa inicial de aproximadamente 24 minutos
e final de aproximadamente 209 minutos. O Biodentine possui radiopacidade de
aproximadamente 2,79 mm de Al, sendo considerada abaixo do valor da norma ISO
6876/200272. Células Saos-2 cultivadas com extratos de Biodentine e de MTA
apresentaram indices de viabilidade celular dentro de padrdes que permitiram sugerir
que estes materiais sdo citocompativeis. Biodentine e de MTA adicionados a cultura
de células Saos-2 transfectadas com o gene que codifica a proteina morfogenética
ossea-2 (BMP-2) mostraram resultados sugestivos de que estes materiais devem
apresentar bioatividade’®. Perfuragbes de furca em molares de ratos selados com
Biodentine ou MTA (com 6xido de bismuto) promoveram uma redugéo significante no
infiltrado inflamatorio, na imunoexpressao de interleucina-6 (IL-6) e de osteoclastos,
além de favorecerem o aumento significante de fibroblastos, osteoblastos e colageno
no ligamento periodontal, indicando que os materiais favoreceram a reparagdo dos
tecidos periodontais’. O Biodentine também induziu a formagdo de tecido
mineralizado pelas células do periodonto em dentes de cdes com perfuragcdo de
furca®®. Implantes de Biodentine no tecido conjuntivo do subcutdneo também
apresentou capsulas com estruturas positivas ao von Kossa nos periodos de 1,4 e 8
semanas, além da detecgdo de precipitados superficiais nos implantes contendo
calcio e fésforo apds a realizagdo de microscopia eletrbnica de varredura e
espectroscopia de raios X por dispersao de energia (SEM/EDX), sugerindo o potencial
bioativo deste material”. A presenca de calcificagdo distrofica foi observada apds 15
dias em capsulas formadas em resposta ao MTA e ao Biodentine, bem como
impregnacao de prata pelo método de von Kossa nas estruturas, indicando o inicio do
processo de mineralizagdo. Na analise de luz polarizada, as capsulas ao redor do
WMTA e Biodentine, apds 30 e 60 dias, apresentaram estruturas birrefringentes
proximas a abertura dos tubos, indicando a formacéo de estruturas mineralizadas’®.
O Bio-C Repair (Angelus, Industria de Produtos Odontologicos S/A, Londrina,
PR, Brasil) € composto por silicatos de calcio, aluminato de calcio, 6xido de calcio,
oxido de zircénio, oxido de ferro, dioxido de silicio e agente de dispersédo, que se
apresenta pronto para uso e com indicagdes semelhantes ao MTA. Benetti et al.”’
(2019) avaliaram a citotoxicidade, a biocompatibilidade e a biomineralizacdo dos
materiais MTA, MTA HP e Bio-C Repair, por meio da exposicdo de células de
fibroblastos L929 aos extratos dos materiais, bem como por meio de implantes em
subcutaneo de ratos por 7 e 30 dias. A analise das culturas das células L929 revelaram
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qgue todos os materiais apresentaram citocompatibilidade apds 48 horas de exposi¢cao
aos extratos em todas as diluicées. Apds 7 e 30 dias aos implantes no subcutaneo, os
materiais causaram uma resposta inflamatoria moderada e leve, respectivamente, e
todos apresentaram capsulas contendo estruturas positivas ao von Kossa e
birrefringentes, sugerindo potencial para induzir biomineralizagao.

Lopés-Garcia et al.”® (2019) demonstraram as propriedades bioldgicas do cimento Bio-
C Repair, onde apresentou valor de pH alcalino e maior viabilidade celular, adesdo
celular e maiores taxas de migragéo celular em células da polpa dentaria humana
(hDPCS), quando comparado ao Bio-C Sealer. Ghilotti et al.”® (2020) avaliaram a
citoxicidade do Bio-C Repair e o Biodentine em hDPCS, por meio da analise da
viabilidade celular (ensaio MTT), morfologia celular (ensaio de imunofluorescéncia) e
fixagdo celular (ensaio de citometria de fluxo), e a caracterizagdo dos elementos
quimicos dos materiais foi realizada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e
analise de energia dispersiva de raios X (SEM-EDX); os autores observaram que o
Biodentine era composto principalmente por calcio, carbono e oxigénio (entre outros
elementos), enquanto que o Bio-C Repair evidenciou uma baixa concentracéo de
calcio e a maior concentracdo de zircénio, na analise de MEV houve uma adesao
adequeda das células da polpa aos materiais sem alteracdes no citoesqueleto nos
eluatos dos materiais; o Bio-C Repair apresentou excelente citocompatibilidade
semelhante ao Biodentine. Oliveira et al.®% (2020) analisaram a descoloragio,
radiopacidade, pH e liberacao de ions calcio de Biodentine, Bio-C Repair e Bio-C temp
e seus efeitos biologicos nas células da polpa dental humana (hDPCs); os autores
concluiram que o Bio-C Repair apresentou maior radiopacidade e menor alteracéo de
cor do que os demais materiais avaliados e viabilidade celular maior que 80%, porém
todos os materiais proporcionaram valores de pH alcalino ao meio de imersao.

O Bio-C Pulpo (Angelus, Brasil) € um material bioceramico que contém o
radiopacificador ZrO2> em sua composicdo. Ele € composto por silicato tricalcico,
silicato dicalcico, calcio aluminato, hidroxido de calcio, 6xido de zircdnio, fluoreto de
calcio, dioxido de silicone e 6xido de ferro e seu liquido apresenta agua destilada,
plastificante, cloreto de calcio e metilparabeno. Este material possui propriedades
fisico-quimicas adequadas no que se refere a radiopacidade, tempo de presa,
escoamento, alteracdo dimensional, além de proporcianar uma alcalinizagdo ao
meio®!. O Bio-C Pulpo € um material biocompativel e induz a imunoexpressdo de

osteocalcina (OCN), osteopontina (OPN) e sialoproteina éssea (BSP) no tecido
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conjuntivo do subcutaneo de ratos, semelhantemente ao MTA (Angelus) com o éxido
de bismuto como radiopacificador®?. Bio-C Pulpo, MTA HP e MTA (com tungstato de
calcio) quando implantados no subcutdneo de ratos induziram inicialmente uma
reacao inflamatéria moderada que reduziu gradativamente com o decorrer do tempo.
Além disso, o Bio-C Pulpo, semelhantemente ao MTA HP e ao WMTA, promoveu a
deposig¢ao de estruturas positivas ao von Kossa, além de estruturas birrefringentes
sugerindo que estes materiais bioceramicos possam ter um papel indutor na
biomineralizacdo. Esta hipdtese foi reforcada pela presencga da fosfatase alcalina em
células adjacentes as estruturas von Kossa-positivas. Além disso, a analise histoldgica
de cortes do figado e analises bioquimicas das enzimas hepaticas glutamico-
oxaloacético transaminase (GOT) e glutédmico-piruvico transaminase (GPT) também
indicaram que estes materiais ndo induzem alteragdes no figado®2.

Estudos prévios avaliando as propriedades fisico-quimicas, biolégicas e
antimicrobianas de materiais a base de silicato tricalcico puro (Mineral Research
Processing, Meyzieu, Franga) associado aos radiopacificadores ZrO,, CaWO4 e o
MTA HP demonstraram que esses materiais apresentaram adequadas propriedades
fisico-quimicas no que se refere ao tempo de presa, solubilidade, pH e radiopacidade.
Os materiais apresentaram citocompatibilidade quando expostos as células Saos-2,
além de estimular a expressdo génica para fosfatase alcalina e deposigdo de
estruturas positivas ao vermelho de alizarina, sugerindo um potencial bioativo destes
materiais. Os cimentos de TCS associados ao ZrO2 ou CaWO4 bem como o MTA HP
apresentaram efetividade contra as bactérias E. faecalis. Esses dados sugerem que
o cimento de TCS puro associado aos radiopacificadores ZrO2, CaWO4 sao
semelhantes ao MTA HP e apresentam boas propriedades para serem utilizados
como biomateriais reparadores na Endodontia?®%. O TCS + CaWQ4 apresentou os
maiores valores de radiopacidade (4.61 mm Al), a menor solubilidade (0,81%) e pH
alcalino em todos os periodos avaliados (3 horas, 12 horas, 24 horas, 7 dias, 14 dias
e 21 dias). Os resultados obtidos com células Saos-2 cultivadas com extrato do TCS
+ CaWOg4 sugeriram que este material € citocompativel; no ensaio de gPCR (PCR real
time) ocorreu a estimulagcdo da maior expresséo génica para fosfatase alcalina (ALP),
além disso houve a deposi¢éo de estruturas positivas ao vermelho de alizarina (ARS),
sugerindo um potencial bioativo deste material. No teste de contato direto com células
planctonicas do E. faecalis ndo foram detectas unidades formadoras de colbnias

(CFU), sugerindo o potencial anti-microbiano deste material. Diante desses resultados
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promissores do material TCS associado a 30% de CaWQO, obtidos no estudo in vitro?®
e diante da norma ISO 10993-6/2006 que preconiza que os materiais sejam avaliados
in vivo, particularmente a sua biocompatibilidade, foi idealizado o modelo experimental
do presente estudo. As avaliagdbes de biocompatibilidade e bioatividade sao
importantes, desde que os materiais reparadores endoddnticos entram em intimo
contato com os tecidos periapicais®®3. Dentre os diferentes métodos para avaliar a
bicompatibilidade de materiais, a analise da reagdo inflamatéria assoaciada a
espessura da capsula sdo parametros indicativos da intensidade bem como da
extensdo do processo inflamatério induzido pelos materiais endoddnticos5284-86, A
deteccdo imuno-histoquimica de interleucinas (IL) pro-inflamatdrias, dentre elas a IL-
1 e IL-6, constitui-se em parametros que fornecem maior suporte aos resultados
quantitativos da reagéo inflamtoria®28487_ A IL-6 € produzida por uma variedade de
células que incluem macrofagos, linfocitos, plasmdécitos, células endoteliais,
fibroblastos e mastécitos® 8. Ha indicios de que essa citocina seja responsavel pela
manutencdo da reacdo inflamatdria, maturagcdo dos plasmécitos e ativacdo e
diferenciagdo das células T®%°. A reducéo significante na imunoexpressdo da IL-6
que ocorre concomitante a regressdo do processo inflamatério, aponta para uma
importante participagdo desta interleucina na cascata de eventos induzidos pelos
materiais dentarios implantados no tecido conjuntivo do subcutaneo de ratos,
contituindo-se numa metodologia indicada para a avaliagdo do processo
inflamatdrio52.8386,87.90,

O potencial bioativo dos materiais endodénticos implantados no tecido
conjuntivo do subcuténeo tem sido avaliado por diferentes metodologias, dentre elas
a deteccdo de osteocalcina (OCN)>'%277  osteopontina®*192 e sialoproteina
0ssea®82 proteinas da matriz 6ssea que sdo secretadas pelos osteoblastos. A
deteccao de fosfatase alcalina, enzima envovlida com o processo de mineralizagao
dos tecidos, também tem sido utilizada como uma das ferramentas sugestivas do
potencial bioativo dos materiais endodénticos®?8%. O método de von Kossa para
detectar a deposigdo de calcio/fosfato® nas capsulas ao redor dos implantes tem sido
amplamente utilizado como um método sugestivo do potencial bioativo dos materiais.
Frequentemente, a este método associa-se a analise sob luz polarizada de cortes sem
coloragéo para avaliar a presenga de estruturas birrefrigentes, que sdo indicativas de

calcita amorfg52:62.77.86,94.95
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Diante dos resultados in vitro favoraveis obtidos com o cimento experimental
a base de silicato tricalcico (TCS) contendo 30% de CaWQ4?8, no presente estudo foi
avaliado in vivo a reacgéo tecidual e a bioatividade deste material experimental (70%
de TCS + 30% do CaWOQO4) em comparagéo ao Bio-C Repair e MTA HP. No segundo
artigo, nosso proposito foi comparar a resposta tecidual dos materiais bioceramicos
reparadores que também podem ser indicados para pulpotomia, Bio-C Pulpo em
comparacao ao Biodentine e WMTA.
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5 CONCLUSAO

O TCS + 30% CaWOs constitui uma alternativa como material de reparo, pois
este material bioceramico permite a proliferagdo de fibroblastos e a formacédo de
colageno ao longo do tempo. Além disso, este material bioceramico experimental
permite a precipitacao de cristais de calcita e estimula a producado de osteocalcina,
sugerindo que este material possui potencial bioativo.

As alteragoes feitas no Bio-C Pulpo e Biodentine para melhorar o manuseio de
materiais bioceramicos possivelmente devem ser responsaveis, pelo menos em parte,
pela acentuada imunoexpressdo da citocina proé-inflamatéria IL-6 inicialmente
detectada no tecido conjuntivo. No entanto, a redugao significante da imunoexpresséo
de IL-6 e da reacgao inflamatéria ao redor de Bio-C Pulpo e Biodentine paralelamente
ao aumento do numero de fibroblastos e da quantidade nas fibras de colageno,
indicam que esses materiais bioceramicos sdo biocompativeis e também podem
permitir o reparo do tecido conjuntivo. A presenca de depdsitos positivos ao von
Kossa, estruturas de calcita birrefringentes e células imunomarcadas a osteocalcina

sugerem que Bio-C Pulpo e Biodentine apresentam potencial bioativo.
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