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VERNIER, LS. Influéncia da Hipertensao Arterial na mineralizacao do
MTA Branco. Trabalho de Conclusao de Curso — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2016.

RESUMO

Objetivo: O presente estudo avaliou a relacao entre a hipertensao arterial na
resposta tecidual e na capacidade de mineralizacao do cimento endodontico
reparador MTA Angelus® Branco. Materiais e Métodos: Foram utilizados 16
ratos machos hipertensos (SHR) e 16 ratos machos normotensos Wistar, que
receberam implantes de tubos de polietileno contendo MTA Angelus® Branco
ou vazio, como controle. Os periodos de avaliacao foram de 07 e 30 dias,
quando os tubos foram removidos e fixados. Os cortes histologicos foram
corados com hematoxilina e eosina, por Von Kossa ou sem coloracao para
serem observados sob luz polarizada. As analises histomorfologicas
qualitativas do processo inflamatorio consistiram na descricao dos
fendmenos inflamatoérios observados microscopicamente nos cortes teciduais
representativos de cada grupo e tempos pos-operatorios. As analises da
mineralizacdo consistiram na observacado de estruturas mineralizadas
presentes nos tecidos, que sao representadas por areas pretas nos cortes
histologicos corados por Von Kossa, e pela presenca de estruturas
birrefringentes nos cortes histologicos analisados sob luz polarizada.
Resultados: Foi observado que a resposta inflamatoéria foi mais acentuada
em ratos hipertensos do grupo MTA branco, em comparacdo aos ratos
normotensos e ao grupo controle. A coloracao Von Kossa foi positiva e
estruturas birrefringentes eram presentes no grupo MTA branco, tanto para
os ratos hipertensos, quanto para os normotensos. Porém, as areas de
mineralizacdo mais consistentes se apresentavam no grupo normotenso. O
grupo controle apresentou coloracao Von Kossa negativa e auséncia de
estruturas birrefringentes a luz polarizada. Conclusao: A hipertensao arterial
pode afetar o prognoéstico do tratamento endoddéntico quando utilizado o MTA
Angelus® Branco, pois esse estado somatico pode aumentar a resposta
inflamatoria e diminuir a capacidade de mineralizacao do material testado.

Palavras-chaves: Hipertensao. MTA. Resposta tecidual.



VERNIER, LS. Influence of Hypertension in White MTA mineralization.
Trabalho de Conclusao de Curso — Faculdade de Odontologia, Universidade

Estadual Paulista, Aracatuba, 2016.

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate the influence of
hypertension on tissue response and mineralization capacity of the MTA
Angelus Branco®. Methods: Thirty-two Wistar rats were divided into two
groups: normotensive and hypertensive. Each animal received two
polyethylene implants pipes in the dorsal region, containing the test material
and one empty tube as control. Results: After 7:30 days of implantation, the
animals were killed and the specimens removed and processed for
histological analysis by hematoxylin and eosin, Von Kossa and polarized
light. The qualitative morphometric analysis of inflammatory process
consisted in the description of the inflammatory phenomenon observed
microscopically in tissue sections representative of each group and post
operative times. The mineralization analysis consisted in the observation of
mineralization areas on tissues, which was represented by black areas on
tissue sections colored by Von Kossa, and birefringent structures on tissue
sections under polarized light. Results: It was observed that the
inflammatory response was more pronounced in hypertensive rats of white
MTA group compared to normotensive rats and the control group. Von Kossa
staining was positive and birefringent structures were present in the white
MTA group, for hypertensive and normotensive rats. However, the most
consistent mineralization areas are presented in the normotensive group.
The control group showed negative staining Von Kossa and absence
birefringent structures under polarized light. Conclusion: High blood
pressure can affect the prognosis of endodontic treatment when using the
MTA White Angelus, because this somatic state can increase the
inflammatory response and reduce mineralization capacity of the tested
material.

Keywords: Hypertension. MTA. Tissue response.
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1 Introducao

As dores orofaciais de origem dental acometem grande parte da populacao
mundial, sendo um problema significante em saude publica e o provavel
tratamento para essas dores refere-se a endodontia. Entre as pessoas
acometidas por essas dores podem estar presentes as hipertensas, uma vez
que a hipertensao arterial € uma desordem cronica de etiologia multifatorial
e de grande expressividade na populacao brasileira e mundiall, sendo que
estudos apontam que cerca de 25% da populacao apresenta essa patologia
(2. Nos ultimos anos vem se destacando um aumento dessa morbidade em
decorréncia da mudanca dos padroes alimentares e estilo de vida da
populacao, além do crescimento da populacao idosa e do aumento da
longevidade3.

Essa desordem cronica se torna um dos principais fatores de risco
para a ocorréncia de doencas cardiovasculares e renais, colocando a
hipertensdao arterial em wuma das primeiras posicoes no ranking de
problemas mundial de saude publical:4>. Além disso, estudos clinicos e
experimentais tém demonstrado uma relacdo causal entre a presenca da
hipertensao e a maior perda de calcio dos ossos &8

Estudos também associam a hipertensao e problemas bucais, como as
doencas periodontais®!l, o nivel elevado de perda tardia de implantes em
pessoas hipertensas devido a defeitos durante a osseointegracao!2 e também
dificuldades na cicatrizacao o6ssea em pessoas acometidas por essa
morbidade apos exodontias!3-15. A doenca periodontal e a periodontite apical
cronica compartilham de uma microbiota comum composta por bactérias
gram negativas anaerobias e sao processos inflamatorios semelhantes!6.17,
portanto, dentro dessa linha, ha wuma possivel associacdo entre a
hipertensao arterial e o tratamento endodoéntico.

O tratamento endododntico objetiva o restabelecimento da normalidade
dos tecidos apicais e periapicais perdidos!®2?l por meio de uma limpeza
profunda e desinfeccao do sistema de canais radiculares para controlar os
microorganismos patogénicos e do completo selamento tridimensional do

canal radicular com materiais obturadores que apresentem propriedades
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fisicas e biologicas apropriadas para o reparo tecidual, por meio da inducao
da mineralizacao nos tecidos onde € aplicado22-28.

Com o objetivo inicial de proporcionar o selamento de comunicacoes
patologicas ou iatrogénicas entre o sistema de canais radiculares e a
superficie externa do dente, o MTA foi desenvolvido. Além disso, em
decorréncia das suas excelentes propriedades fisico-quimicas e biologicas,
ele passou a ser utilizado também em pulpotomias, capeamentos pulpares
diretos, apicogéneses e apicificacoes24.29-40,

Apobs estudos realizados com o MTA, demonstrou ser este um cimento
biocompativel, hidrofilico, radiopaco, com acao antimicrobiana, apresenta
boa capacidade de selamento marginal, € indutor de dentinogénese,
cementogénese e osteogénese, nao € toxico e ou carcinogénico.

Considerando que uma das finalidades do MTA e seus produtos é
participar na inducao da mineralizacao nos tecidos onde € aplicado e que a
hipertensao arterial € uma desordem cronica que induz uma mobilizacao do
calcio do osso a ser excretado pelos rins, justifica-se o estudo da resposta
tecidual de animais hipertensos a materiais endodonticos indutores de

mineralizacao.
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2 Proposicao

O objetivo desse estudo foi avaliar a relacao entre a hipertensao arterial,
a resposta tecidual e a capacidade de mineralizacdo do cimento endodoéntico
reparador MTA Angelus® Branco, por meio de um modelo experimental em
ratos. Foram avaliadas e comparadas as respostas inflamatérias e

mineralizacdo ao cimento implantado em ratos normotensos e hipertensos.

Objetivos especificos:

v' Analisar e quantificar a resposta inflamatéria por meio da coloracdo de

hematoxilina e eosina;

v' Observar por meio da Luz Polarizada e coloracdo de Von Kossa a presenca de

tecido mineralizado;



14

3 Materiais e Métodos

O projeto foi apreciado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Odontologia de Aracatuba - UNESP de acordo com o
protocolo 2013-00961.

3.1 Animais

Para a realizacao deste trabalho, foram utilizados 16 ratos machos
espontaneamente hipertensos e 16 ratos machos normotensos Wistar, com
idades aproximadas de 30 dias, pesando aproximadamente 250g, sendo
provenientes do biotério da Faculdade de Odontologia de Aracatuba UNESP.

Os animais foram mantidos em ambientes com temperatura entre 22°C
e 24°C, com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro) e em
gaiolas coletivas, contendo seis ratos por gaiola.

No interior das gaiolas havia cama de serragem, a qual era trocada
diariamente. Os animais foram alimentados antes e durante todo o periodo
experimental, com racdo solida triturada e agua “ad libitum”, exceto nas

primeiras 12 horas pré e pos-operatorias.

3.2 Cimento Reparador MTA Angelus® Branco

O Angelus MTA® é um cimento composto de 6xidos minerais na forma
de finas particulas hidrofilicas. Apresenta na sua composicao SiO2 , K20,
Al203, Na20, Fe203, SO3, CaO, Bi203 e MgO. Além de residuos insoluveis
de silica cristalina, 6xido de calcio e sulfatos de potassio e sodio.

O seu tempo de presa inicial, segundo o fabricante, €& de

aproximadamente 10 minutos e o final de 15 minutos.

3.3 Tubos de Polietileno
Foram wutilizados 64 tubos de polietileno estéreis com 1,0 mm de
diametro interno e 1,6 mm de diametro externo e 10,0 mm de comprimento.

O material, depois de manipulado segundo a recomendacao do fabricante, foi
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introduzido nos tubos de polietileno de forma a preenché-los completamente.

No grupo controle, os tubos permaneceram vazios.

3.4 Procedimentos Cirargicos

Para a realizacao das intervencoes cirargicas, os animais foram
inicialmente pesados e anestesiados. O periodo de trabalho com cada animal
nao ultrapassou S5 minutos para que nao houvesse a necessidade de
complementacao anestésica.

Apobs a anestesia de todos os ratos, foi feita a tricotomia da regiao dorsal
e a lavagem da area com a finalidade de se evitar contaminacao do campo
cirurgico pela presenca de pélos. A anti-sepsia da area desprovida de pélos
foi efetuada esfregando uma gaze embebida em solucao aquosa 10% de PVPI
por dois minutos. Em seguida, iniciou-se o procedimento cirurgico, fazendo-
se uma incisdo com lamina de bisturi namero 15, no dorso do animal, (tendo
a coluna vertebral como linha média de marcacdo). Foram criadas duas
bolsas por divulsionamento. Uma bolsa recebeu um tubo vazio como
controle e a outra recebeu o tubo contendo o material testado (MTA branco).
O tecido foi suturado com fio de seda (4,0) nao reabsorvivel e anti-sepsia
final, foi realizada com PVPI 10%.

Os animais foram acompanhados até se recuperarem da anestesia

antes de retornarem ao biotério.

3.5 Processamento Laboratorial

Os periodos de avaliacao foram de 07 e 30 dias*2?. A cada tempo
experimental, quatro animais de cada grupo (hipertenso e normotenso)
foram sacrificados. Apoés o sacrificio, foi realizada novamente uma tricotomia
da regido dorsal, e anti-sepsia da area com PVPI 10%. Em seguida, foi
realizada uma nova incisao com lamina de bisturi nimero 15, tendo a
coluna vertebral como linha média de marcacao, os tubos foram localizados
e removidos juntamente com os tecidos que os envolvem e foram fixados em
solucao formalina 10% pH 7. As amostras foram processadas e incluidas em

glicol metacrilato.43.
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Apos isso, foram feitos cortes histologicos para as analises
histomorfolégicas qualitativas do processo inflamatorio, que consistiram na
descricao dos fendmenos inflamatoérios observados microscopicamente nos
cortes teciduais representativos de cada grupo e tempos pos-operatorios.

Foram feitos cortes histologicos em 3 pm para serem coradas com
hematoxilina e eosina; 10 pm para serem coradas de acordo com a técnica
de Von Kossa ou permanecerem sem coloracao para serem observadas sob

luz polarizada.
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4 Analise Estatistica

A avaliacao microscopica dos cortes teciduais mais representativos de
cada grupo e tempo pos-operatorio foram realizados por dois observadores e
os dados encontrados foram submetidos a analise estatistica pelo programa
Prisma 3.0 utilizando-se o Teste de ANOVA e Kruskal Wallis, sendo o nivel

de significancia entre os grupos de p<0,05.
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5 Resultados

Resposta tecidual: reacao inflamatoria pela coloracao de Hematoxilina e

eosina
Controle (tubos vazios):

- Aos 07 e 30 dias, independente do estado sistémico, foi observado um
infiltrado celular inflamatério leve consistindo de linfocitos e macrofagos
presentes na capsula fibrosa fina em ambos os grupos hipertenso e

normotenso (Figuras 1 e 2).
MTA Angelus Branco®:

- Em ratos normotensos foi observado, aos 07 e 30 dias, um infiltrado
inflamatorio leve, com capsula fibrosa fina, consistindo de linfocitos e
macrofagos. Nos ratos hipertensos, aos 7 e 30 dias, foi observado a presenca
de um maior nimero de células inflamatérias e a formacao de uma capsula

fibrosa mais espessa, quando comparado aos normotensos (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Média do numero de células inflamatorias associadas com tubos
contendo MTA Branco e tubos vazios aos 7 e 30 dias para a hipertensao e
normotensdo. (n = 6 por grupo). *Média dos numeros de células
inflamatorias. 1Diferenca estatisticamente significante entre os grupos
hipertensos e a normotensos para o MTA branco (P < 0.05).

400
/. 1
350
—

300 +———— — MTA White - Normotensive
Control - Normotensive

=m=VITA White - Hypertensive

250
== Control - Hypertensive
200 i
\ .
150 T )

7 Days 30 Days

Figura 2. Resposta inflamatéria do MTA branco e do tudo vazio (controle)
aos 7 e 30 dias nas condicdoes hipertensa e normotensa, determinada por
coloracao de H&E (n = 6 por groupo). Pela coloracdo de H&E (100x)
observou-se a formacao da capsula fibrosa com infiltracao de macrofagos e
linfocitos. A resposta inflamatoria foi maior para o grupo hipertenso na
presenca do MTA.

Normotenso Hipertenso Normotenso Hipertenso
30 dias

MTA Branco

Controle
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Mineralizacao: analise pelo Von Kossa e Luz Polarizada

Controle (tubos vazios):

- O grupo controle foi negativo para Von Kossa e granulacoes birrefringentes
a luz polarizada foram ausentes, independente da presenca da hipertensao

arterial. (Figuras 3, 4 e 5).

MTA Angelus Branco®:

- A analise da birrefringéncia sob luz polarizada revelou a presenca de
particulas de carbonato de calcio quando utilizado o MTA branco. Nos ratos
normotensos, a area birrefringente era maior aos 30 dias do que aos 7 dias.
Entretanto, em ratos hipertensos, as areas foram similares em todo o

periodo.

Particulas de calcio sdao observadas pela coloracao de Von Kossa como as
areas escuras (pretas) representando necrose tecidual. Uma diminuicdo da
area de mineralizacdo € observada em normotensos, enquanto que em
hipertensos a area de mineralizacao foi maior aos 30 do que aos 7 dias.

(figura 3).

No geral, as areas de mineralizacao foram mais consistentes no grupo

normotenso, tanto em 7 quanto em 30 dias. (Figuras 3, 4 e 5)
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Figura 3. Média da area de mineralizacao associada com o MTA branco ou o
tubo vazio (controle) aos 7 e 30 dias para os ratos hipertensos e
normotensos, determinados pela coloracao de Von Kossa e luz polarizada (n
= 6 por groupo). *Areas de birrefringéncia positiva ou coloracdo de Von Kossa
(em pum?). Diferenca estatisticamente significativa entre 7 e 30 dias para o
MTA Branco na hipertensao, comparada com a normotensao. 2Diferenca
estatisticamente significativa entre o MTA Branco e o grupo controle.
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Figura 4. Mineralizacao em resposta do MTA branco ou ao tubo vazio
(controle) aos 7 e 30 dias nas condicdes hipertensas e normotensas,
determinada pela coloracdo de Von Kossa (100x). Areas pretas representam
mineralizacdo. O MTA branco induziu mineralizacao. Mineralizacdo mais
consistente foi observada na condicdo normotensa, especialmente em 30

dias.

Normotenso Hipertenso Normotenso Hipertenso

7 dias 7 dias 30 dias 30 dias

Controle MTA Branco

Figura 5. Mineralizacao em resposta do MTA branco ou ao tubo vazio
(controle) aos 7 e 30 dias nas condi¢coes hipertensas e normotensas,
determinada pela luz polarizada (100x%). Estruturas birrefringentes no tecido
representam cristais de calcio, que pode ser observado o MTA branco.
Birrefringéncia mais consistente foi observado nos ratos normotensos,

especialmente aos 30 dias.

Normotenso Hipertenso Normotenso Hipertenso

7 dias 7 dias 30 dias 30 dias

* MTA Branco

Controle




23

6 Discussao

Partindo do principio que a hipertensdao pode ser considerada uma
doenca inflamatoria e que devido as consequéncias sistémicas dessa doenca
ha uma maior perda de calcio por parte do organismo, foi proposta a
hipotese que a hipertensao provoque um aumento da resposta inflamatoéria e
uma diminuicao da capacidade de mineralizacao frente ao MTA, e essa
hipotese foi aceita.

De modo geral,, observou-se que a hipertensao aumentou a resposta
inflamatoria em resposta ao MTA branco. Tal fato foi evidenciado pelo
aumento do numero de células inflamatérias créonicas em hipertensos, em
comparacao aos ratos normotensos.

A mineralizacao foi avaliada por coloracdo de von Kossa e
birrefringéncia sob luz polarizada. O primeiro € utilizado para detectar
depositos de calcio e, consequentemente, area de mineralizacao*+. Por outro
lado, a luz polarizada revela particulas de carbonato de calcio birrefringentes
no tecido?>.

A partir das analises da mineralizacao, pode-se observar que o estado
hipertensivo leva a uma mineralizacdo menos consistente. Esses dados
encontrados sao justificados pois, sistematicamente, a hipertensao leva a
uma maior mobilizacao de calcio a partir do osso e sua excrecao pelos rins.
A ativacao secundaria do hormonio da paratiredide leva a uma ativacao da
vitamina D que por sua vez estimula a quebra dos osteoclastos para liberar
calcio e aumenta a absorcao de calcio no intestino e aumenta a reabsorcao
deste calcio nos rins. Além disso, pessoas hipertensas apresentam uma

maior quantidade de angiotensina [146-49

No entanto, mesmo com a presenca da hipertensao, a resposta positiva de
mineralizacao para o MTA foi vista. O MTA € formulado com oxido de calcio e
fosfato de calcio. O oxido de calcio reage com agua nos fluidos teciduais para
formar hidroxido de calcio , que se dissocia em ions de calcio e hidroxila . Os
ions de calcio reagem com dioxido de carbono nos tecidos , para formar
cristais de calcita, um polimorfo de carbonato de calcio , que € birrefringente

a luz polarizada . A calcita , por sua vez, estimula a deposicao de tecido
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duro*! . Estas atividades biologicas podem explicar a presenca de areas

positivas de Von Kossa e estruturas birrefringentes.
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6 Conclusao

Os resultados desse estudo mostram, com base nas metodologias
empregadas, que a hipertensao arterial aumentou a resposta inflamatoéria e
diminuiu a capacidade de mineralizacdo do material MTA Angelus® Branco,
embora tenha mostrado uma capacidade de mineralizacao satisfatoria nesta
condicao sistémica. Confirmando que o MTA é uma adequada escolha entre
os materiais disponiveis para ser utilizado em situacoes de hipertensao
arterial.
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