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Resumo

Uma propriedade essencial para os materiais de uso endodontico € a
compatibilidade biolégica que, uma vez n&o respeitada, podera despertar a
ocorréncia de eventos histopatolégicos desfavoraveis. Um dos métodos mais pratico
e utilizado para o estudo da resposta tecidual de cimentos endodénticos € a
implantagédo de tubos de polietileno contendo esses materiais no tecido subcutaneo
de ratos. Tendo em vista o desenvolvimento de cimentos experimentais, que contém
o hidréxido de calcio em sua formulagdo, propusemos avaliar quantitativa e
qualitativamente a resposta tecidual a estes cimentos, comparando-os ao Agregado
de Tridxidos Minerais, Pro-Root® MTA. Foram utilizados 56 tubos de polietileno e 14
ratos (4 tubos por rato), divididos em 4 grupos: G1 — controle (tubos vazios); G2 —
tubos contendo o cimento SealAta; G3 — tubos contendo o cimento SealAta Plus; G4
— tubos contendo o ProRoot® MTA. Os periodos de avaliagao foram de 7 e 30 dias.
Apos cada periodo, sete animais foram sacrificados e os tubos de polietileno
juntamente com o tecido que o circunda foram removidos, fixados em solugéo de
formalina a 10%. Os espécimes foram processados para analise em microscopia de
luz, com inclusdo em glicol metacrilato, cortes seriados de 3um e coloragao por HE.
Os cortes teciduais foram avaliados de acordo com critérios pré-estabelecidos,
atribuindo-se escores aos eventos microscopicos observados. Os dados obtidos
foram analisados do ponto de vista estatistico pelos testes de Kruskall Wallis e Dunn
com nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Pode-se observar resposta inflamatéria
leve a moderada aos 7 dias, que diminuiu aos 30 dias para todos os materiais. Os
cimentos experimentais apresentaram resposta tecidual semelhante ao cimento Pro-
Root® MTA aos 7 (p=0.85) e aos 30 dias (p=0.89). Pode-se concluir que os
cimentos experimentais SealAta e SealAta Plus sao biocompativeis, produzindo
reacoes similares ao ProRoot® MTA.

Palavras-Chave: Biocompatibilidade, cimentos experimentais, agregado de tridéxidos

minerais.



REY, M.l. Biocompatibility of experimental sealers compared to Pro-Root®
MTA. Study in the subcutaneous tissue of rats. 2014. 27 f. Faculdade de
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Abstract

An essential property of endodontic materials is biological compatibility, since not
observed, can wake the occurrence of a series of pathological events unfavorable.
One of the most practical and used methods for the study of tissue response to
endodontic sealers is the implantation of polyethylene tubes containing these
materials in the subcutaneous tissue of rats. Given the development of experimental
sealers, which contain calcium hydroxide in its formulation, we propose to evaluate
the tissue response to these sealers, comparing them to the Mineral Tridxidos
Aggregate, Pro-Root® MTA. Were used 56 polyethylene tubes and 14 rats (four
tubes per rat) divided into 4 groups: G1 - control (empty tubes), G2 - tubes containing
SealAta; G3 - tubes containing SealAta Plus; G4 - tubes containing the ProRoot®
MTA. The evaluation time was 7 and 30 days. After each postoperative period, seven
animals were euthanized and the polyethylene tubes were removed with the
surrounding tissue and fixed in 10% formalin. The specimens were processed for
light microscopy analysis, with inclusion in glycol methacrylate, cut serial 3um and
stained with hematoxylin and eosin. The tissue sections were evaluated by pre-
established criteria by assigning scores to the microscopic events observed. Data
were analyzed from a statistical viewpoint using the Kruskall Wallis and Dunn with a
significance level of 5% (p <0.05). It can be observed mild to moderate inflammatory
response at 7 days, which was reduced at day 30 for all materials.The experimental
sealers showed tissue response similar to sealer Pro-Root® MTA at 7 (p=0.85) and
at 30 days (p=0.89).It can be concluded that the experimental sealers SealAta and
SealAta Plus are biocompatible, producing similar reactions to Pro-Root® MTA.
Keywords: Biocompatibility, experimental sealers, mineral trioxide aggregate.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A finalidade do tratamento endoddntico para os casos de necropulpectomia, é
neutralizar e remover todo o conteudo necrético e toxico do sistema de canais
radiculares por meio do preparo biomecanico e da colocagdo de um curativo de
demora (Gomes-Filho et al.,2011; Holland et al., 2007; Tanomaru et al., 2003). E em
casos de biopulpectomia, é remover o tecido pulpar inflamado, impedindo sua futura
necrose (Leonardo, 2008). O processo de preenchimento do espago criado com a
remogao do tecido pulpar e preparo biomecanico é chamado de obturagdo do
sistema de canais radiculares (Spangberg, 1982; Hale et al., 2012). Esta triade
composta por preparo biomecanico, curativo de demora e obturacado do sistema de
canais radiculares denomina-se tratamento endodéntico convencional (Leonardo,
2008).

A obturagdo tem como objetivo anular o espago vazio promovendo o
selamento hermético do sistema de canais e impedindo que bactérias lesem os
tecidos periapicais, e proporcionar condigdes para que ocorra o processo de reparo,
estimulando a ocorréncia da obturagao biologica (Holland & Souza, 1985; Leonardo,
2008). A necessidade do emprego de materiais que sejam biocompativeis € uma
realidade, pois estardo definitivamente em contato com os tecidos periapicais
(Batista et al., 2007; Cintra et al., 2012; Gomes-Filho et al.,2011; Holland& Souza,
1985).

Quanto aos métodos de avaliagdo da biocompatibilidade dos cimentos
endodénticos podemos citar o seu estudo em dentes de animais (Bernabé et al.,
2010; Holland et al., 2001; Mutoh et al., 2011; Rowe, 1967), em implantes em tecido
subcuténeo de ratos (Cintra et al., 2012; Gomes-Filho et al., 2011; Holland et al.,
2002; Morse et al., 1984ab; Orstavik & Mjor, 1988; Torneck, 1966 e 1967), em
alvéolo dentario (Cintra et al., 2006; Degrood et al., 1995; Okamoto & Russo, 1973;
Walivaara et al., 2012), e ainda em cultura de células (Langeland et al.,1981;
Miranda et al., 2009; Safavi et al., 1989; Willershausen et al., 2011). O implante em
tecido subcutédneo de ratos utiliza tubos de polietileno contendo o material a ser
avaliado, e € um método simples, de facil reprodugéo e padronizagao (ISO 10993-6.
2007).

Os tubos de polietileno utilizados para este fim devem ser biocompativeis.
Torneck (1966 e 1967) observou discreta reacao inflamatéria induzida pelos tubos

de polietileno quando implantados em tecido subcutaneo de ratos, sendo circunscrito
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por capsula conjuntiva nao infiltrada, com fibras colagenas e células dispostas
paralelamente a sua superficie, e de pequena espessura, caracterizando uma
excelente compatibilidade do material. Verificou ainda, a formacédo de tecido
conjuntivo no sentido da luz dos tubos, e devido a este crescimento infiltrativo, sua
utilizacao foi estimulada em diversas pesquisas com materiais odontologicos (Cintra
et al., 2006, 2012).

Para que um cimento seja biocompativel, ele deve ser atoxico, nao causar
necrose tecidual e ser rapidamente aceito pelos tecidos sem manter uma sequela
inflamatdria (Guttuso 1963; Morse et al., 1984ab). Particularmente, o hidréxido de
calcio € de fundamental importdncia para o processo de reparo dos tecidos
periapicais, apresentando-se como uma substancia de escolha para uso em
curativos e materiais obturadores na endodontia, devido algumas de suas
propriedades, como indu¢do do selamento bioldgico, atividade antimicrobiana e
biocompatibilidade (Holland et al., 1999, 2002).

As reacbes teciduais frente a novos materiais devem ser anteriormente
verificadas em tecido conjuntivo subcutdneo (ISO 10993-6, 2007). A
biocompatibilidade pode ser observada pela coloracdo de hematoxilina e eosina
(H.E.) (Cintra et al., 2012; Gomes-Filho et al., 2008, 2009, 2011).

Os cimentos endodbnticos SealAta e SealAta Plus, sdo cimentos
experimentais em desenvolvimento cujas propriedades bioldgicas estdo sendo
verificadas. A partir de cimentos precursores, duas novas formulagdes estao sendo
verificadas, sendo uma para obturagao convencional e outra para retrocavidades.

A procura por um material cada vez mais apropriado para ser empregado
junto aos tecidos periapicais € objetivo da ciéncia. Como se tratam de novos
materiais, pouco se sabe sobre suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, fato
que nos motivou a esta pesquisa. Comparativamente a esses dois cimentos
experimentais, foi utilizado o Agregado de Triéxidos Minerais, Pro-Root® MTA,
material este que ja demonstrou em diferentes situagdes, excelentes resultados
(Cintra et al., 2006, 2012; Gomes-Filho et al., 2008, 2009; Holland et al., 1999, 2001;
Lee et al., 1993; Torabinejad et al.,1995; Torabinejad & Chivian, 1999).

Admitindo que estes materiais sdo carentes de informacdes quanto a resposta
tecidual, o objetivo deste trabalho foi avaliar a biocompatibilidade dos cimentos
experimentais SealAta e SealAta Plus comparativamente ao Agregado de Tridxidos
Minerais, ProRoot® MTA.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar quantitativa e qualitativamente a resposta
inflamatdria (biocompatibilidade) dos cimentos experimentais SealAta e SealAta
Plus, acondicionados em tubos de polietileno e implantados em tecido subcutaneo

de ratos, comparando-os ao Agregado de Trioxidos Minerais, ProRoot® MTA.
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3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 14 ratos machos (Rattus albinus, Wistar), pesando entre
250g a 280g, provenientes do biotério da Faculdade de Odontologia de Aragatuba -
UNESP. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura entre 22 e 24°C,
com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro) e em gaiolas
coletivas, quatro ratos por gaiola, alimentados durante todo o periodo experimental
com dieta sdélida e agua “ad libitum”, exceto nas 8-12 horas antes da intervencgao.
Cada animal recebeu quatro implantes, totalizando 56 implantes. Os procedimentos
experimentais propostos neste estudo foram submetidos ao comité de ética em
pesquisa animal (CEUA — UNESP: 2014-00656).

Foram utilizados os cimentos experimentais SealAta e SealAta Plus e o
Agregado de trioxidos minerais, Pro-Root® MTA (Dentsply Tulsa Dental Ltda.).

Foram utilizados 56 tubos de polietileno (Abbot Lab. Do Brasil Ltda., Sdo
Paulo) com 1,0 mm de didmetro interno, 1,6 mm de diametro externo e 10,0 mm de
comprimento (ISO 10993-6: 2007), os quais foram esterilizados em 6xido de etileno
(1SO 10993-7: 1995).

Para anestesia dos animais foi utilizado, via intramuscular um sedativo a base
de xilazina (Dopaser, Calier S.A. - Barcelona, Espanha — 10mg/Kg) e um anestésico
a base de Cloridrato de Ketamina a 5% (Vetanarcol, Kénig S. A. — Avellaneda,
Argentina — 25mg/Kg).

Os animais foram inicialmente pesados, e em seguida, anestesiados. O
periodo de trabalho com cada animal ndo ultrapassou 5 minutos para ndo haver
necessidade de complementagcao anestésica.

ApOs a anestesia, foi feita a tricotomia da regido dorsal e a lavagem da area
com a finalidade de se evitar contaminagdo do campo cirurgico pela presenca de
pelos. A antissepsia da area desprovida de pelos foi efetuada com solugcdo de iodo
5%. Em seguida, iniciou o procedimento cirurgico, fazendo-se uma incisdo com
ldmina de bisturi numero 15, no dorso do animal, (tendo a coluna vertebral como
linha média de marcagao). Apos a divulsdao do tecido subcutédneo para o lado
esquerdo da porcao cranial e caudal, e direito da porgao cranial e caudal, cada bolsa
recebeu, com auxilio de pinga reta, um tubo. Assim, cada animal recebeu quatro
tubos, trés preenchidos com os materiais a serem testados e um tubo vazio como
controle. O tecido foi suturado com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson e Johnson,

Sao Paulo, SP, Brazil) ndo reabsorvivel, e a antissepsia final foi realizada com
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solucdo de iodo 5%. Os animais foram acompanhados até se recuperarem da
anestesia antes de retornarem ao biotério.
Assim, ap6és os procedimentos experimentais, foram formados os grupos:
e Grupo 1: Controle
e Grupo 2: SealAta
e Grupo 3: SealAta Plus
e Grupo 4: Pro-Root® MTA
Os periodos de avaliagao foram de 7 e 30 dias (American National Standards
Institute 1979, Federation Dentaire International 1980). A cada tempo experimental,
sete animais foram eutanasiados por meio de uma dose excessiva de anestésico
(Pentobarbital sédico 100mg/kg). Apds a eutanasia, foi realizada novamente uma
tricotomia da regido dorsal, e antissepsia da area com solugdo de iodo 5%. Logo
apos, realizou-se uma nova incisao com lamina de bisturi numero 15, tendo a coluna
vertebral como linha média de marcacgao, os tubos foram localizados e removidos
juntamente com os tecidos que os envolvem e foram fixados em solugéo formalina
10% pH 7. As amostras foram processadas e incluidas em glicol metacrilato (GMA)
(Gomes-Filho et al., 2001), cortadas seriadamente em 3- ym para serem coradas

com hematoxilina e eosina.
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4. RESULTADOS

Os resultados foram expostos por meio de duas analises, sendo uma
qualitativa (descritiva) e outra quantitativa, referentes a cada grupo experimental e
tempo pés-operatorio.

O método de avaliagdo a ser empregado foi baseado nos critérios descritos
por Orstavik & Mjor, 1988; Federation Dentaire International, 1980; Cintra et al.,

2010. As magnitudes registradas na forma de escores foram:

Critério infiltrado inflamatério agudo ou crénico quanto a intensidade

A intensidade do processo inflamatoério foi analisada em conformidade com o
numero médio aproximado de células inflamatérias presentes em diferentes campos,
de um mesmo espécime, examinados em aumento de 400X.
1 — Células inflamatdrias ausentes ou em numero desprezivel,
2 — Infiltrado inflamatério leve (menos de 25 células por campo);
3 — Infiltrado inflamatério moderado (entre 25 e 125 células por campo);

4 — Infiltrado inflamatério severo (mais que 125 células por campo).
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Figura 1. Imagens representativas dos grupos controle e experimentais (HE). Grupo controle: (A, E)

concentragdo celular abrangendo grande area tecidual denotando infiltrado inflamatério moderado
apos 7 dias; (I,M) organizacao celular com formacao de capsula fibrosa fina e infiltrado inflamatério
leve apés 30 dias (100x e 400x). ProRoot® MTA: (B, F) infiltrado de células inflamatérias moderado e
formacao de cépsula fibrosa espessa apoés 7 dias; (J,N) reducédo da espessura da cépsula fibrosa e
infiltrado leve préximo ao tubo, apds 30 dias (100x e 400x). SealAta: (C, G) capsula fibrosa espessa e
infiltrado moderado composto de linfécitos e macrofagos, apos 7 dias; (K,O) capsula fibrosa fina
envolvendo o tubo com poucas células inflamatérias crénicas, apds 30 dias (100x e 400x). SealAta
Plus: (D,H) capsula fibrosa espessa e infiltrado inflamatério moderado, apés 7 dias; (L,P) infiltrado de

células inflamatodrias cronica leve e fina capsula fibrosa, apés 30 dias (100x e 400x).



16

Grupo Controle

Aos 7 dias, observou-se resposta inflamatéria leve, com infiltrado inflamatorio
contendo linfocitos e macréfagos presentes na capsula fibrosa. Aos 30 dias, o tecido
conjuntivo apresentou-se bem organizado e poucas células inflamatérias cronicas

foram observadas.

Grupo ProRoot® MTA

Aos 7 dias, foi observada uma camada superficial de espessura irregular com
areas de necrose de coagulagao, e fragmentacao nuclear em contato préximo com o
material. Entretanto, aos 30 dias, areas basofilicas irregulares foram observadas,

servindo de matriz para mineralizagao.

Grupo SealAta

O SealAta apresentou resultados semelhantes aos outros grupos. Aos 7 dias,
um infiltrado moderado de células inflamatérias cronicas composto de linfécitos e
macrofagos estavam presentes em uma capsula fibrosa. E aos 30 dias, os tecidos
demonstraram uma reacdo inflamatéria leve, com poucas células inflamatorias

cronicas e uma capsula fibrosa fina.

Grupo SealAta Plus

O SealAta Plus mostrou uma resposta inflamatéria semelhante ao observado
com ProRoot® MTA. Aos 7 dias, observou-se um infiltrado inflamatério moderado
composto por macréfagos e linfécitos junto ao tecido conjuntivo, com poucos
fibroblastos jovens, e vasos sanguineos novos. Aos 30 dias, observou-se um

infiltrado inflamatorio discreto com poucas células inflamatoérias crénicas.
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Analise Estatistica

A avaliagdo microscopica foi efetuada por 3 observadores sem que
soubessem quais grupos estavam avaliando e, depois de um consenso
determinaram os escores para todos os itens em cada espécime. Os resultados da
analise microscopica quantitativa dos cortes longitudinais semi-seriados dos tubos
contendo os materiais, representativos de cada grupo experimental, foram
apresentados por meio de uma analise comparativa de acordo com 0s escores
atribuidos aos critérios de avaliagao.

De posse dos dados obtidos na forma de escores, foi realizado o teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis (Siegel et al., 1956) para os critérios de analise
histolégica empregado. Esse teste comparou os 4 grupos entre si, para
posteriormente, quando observada alguma diferenga significante, realizar o
cruzamento entre os grupos, dois a dois, pelo teste de comparagdes multiplas de
Dunn (Dunn, 1958).

Por se tratar de avaliagdo por meio de escores, ou seja, dados nao
paramétricos, os dados expostos nas tabelas referentes aos testes estatisticos foram
apresentados através de postos médios. Para todos os testes empregados foi

considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Tabela 1 — Teste de Kruskal-Wallis para a intensidade do infiltrado inflamatério entre os grupos

no periodo de 7 dias.

Grupos Mediana Soma de Postos | Posto Médio Amostra
Controle 2° 84 12 7
MTA 3° 112 16 7
SealAta 2° 84 12 7
SealAta Plus 3° 126 18 7

Probabilidade: p > 0.05

Tabela 2 — Teste de Kruskal-Wallis para a intensidade do infiltrado inflamatério entre os grupos

no periodo de 30 dias.

Grupos Mediana Soma de Postos | Posto Médio Amostra
Controle 19 105 15 7
MTA 18 105 15 7
SealAta 19 91 13 7
SealAta Plus 19 105 15 7

Probabilidade: p > 0.05
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Comparagao entre os grupos
A coloragdo por Hematoxilina e Eosina revelou uma resposta similar de
reacao inflamatdria do tecido entre os grupos. Nao houve diferenga estatistica

significante entre os diferentes grupos nos tempos de 7 e 30 dias (P>0.05).

Representagao grafica da mediana de cada grupo experimental
nos diferentes tempos de analise.

3,5

2,5

1,5

0,5

Controle Pro Root SealAta SealAta Plus

7d = 30d

Grafico1. Grafico indicativo das medianas dos grupos experimentais e grupo controle, aos 7 e 30
dias. Aos 7 dias, nos grupos experimentais, um infiltrado inflamatério variando de leve a moderado,

enquanto que aos 30 dias, houve reducao da inflamagao para ausente ou numero desprezivel.
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5. DISCUSSAO

A necessidade de proporcionar condigdes para que ocorra 0 processo de
reparo e estimular a ocorréncia da obturagao bioldgica, deve ser um aspecto
inerente do material obturador. Para que um cimento seja biocompativel, ele deve
ser atoxico, ndo causar necrose tecidual e ser rapidamente aceito pelos tecidos sem
manter uma sequela inflamatéria (Bernabé, 1994; Cintra et al., 2006; Guttuso, 1963;
Morse et al., 1984ab).

Quanto aos métodos de avaliagdo da biocompatibilidade de materiais
obturadores, tem sido realizados estudos em dentes de animais, implante em tecido
subcutaneo de ratos, alvéolo dentario e em cultura de células (Cintra et al., 2006,
2012; Gomes-Filho et al., 2008, 2011). Uma das formas mais praticas € a sua
implantacdo no tecido subcutdneo de ratos empregando-se tubos de polietileno
(Cintra et al., 2012).

Na presente investigagdo, as observagdes microscépicas evidenciaram
em todos os espécimes do grupo controle uma reagao inflamatdria leve a moderada
no primeiro periodo de observacao (7 dias) com diminuicdo de sua intensidade no
segundo periodo de anadlise (30 dias). De forma semelhante, a capsula fibrosa
apresentou-se mais delgada aos 30 dias em todos os espécimes. Quanto a
presenca de células gigantes no infiltrado inflamatério, observou-se menor
intensidade apenas no periodo de 7 dias, semelhantes a resultados anteriormente
relatados (Bernabé et al., 2002; Cintra et al., 2012).

As pequenas diferengas entre o infiltrado inflamatério sdo vistas somente
em relagdo ao grupo controle onde a auséncia do material teste favoreceu o
processo de cicatrizagdo tecidual. Por outro lado, a inflamagao limitou-se a
magnitude leve de acordo com os critérios previamente estabelecidos.

Especificamente, em relacdo a reagdo tecidual ocorrida no grupo do
ProRoot® MTA, verificou-se uma resposta inflamatoria semelhante aquela descrita
em trabalhos realizados em tecido subcutaneo de ratos (Cintra et al., 2012; Cunha et
al., 2011; Holland et al.,1999). Observou-se uma faixa superficial de espessura
irregular com necrose por coagulagado e, subjacente a ela um discreto infiltrado
inflamatdrio, aos 7 dias. No periodo de 30 dias, o tecido conjuntivo tornou-se mais
organizado, com reducéo do processo inflamatério, preservando apenas macréfagos

e células multinucleadas, em contato com o material e o tubo.
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Com relacdo ao SealAta Plus, verificou-se uma resposta inflamatéria com
algumas semelhangas aquelas observadas com o ProRoot® MTA. O infiltrado
inflamatorio observado aos 7 dias, caracterizou-se por apresentar macréfagos e
eventuais neutréfilos de permeio aos fibroblastos jovens e aos vasos neoformados.
Na interface do material com o tecido conjuntivo notou-se uma faixa de hemorragia e
fragmentacao nuclear.

No SealAta, verificou-se resposta inflamatéria muito semelhante ao
observado com o SealAta Plus. A diferenca entre os cimentos SealAta e SealAta
Plus é a proporgao entre os materiais que os compde.

Apesar de suas caracteristicas favoraveis, o ProRoot® MTA possui
dificuldade de manipulagao e de insercdo que requer umidade adicional para ativar
sua melhor forma de emprego (Abdullah et al., 2002; Agrabawi, 2000; Astrand &
Carlsson,1969; Bates et al., 1996; Bernabé, 1981; Bernabé et al., 2006; Cintra et al.,
2012; Gomes-Filho et al., 2009).

Tanto o SealAta quanto o SealAta Plus, quando comparados ao
ProRoot® MTA, demonstraram semelhanca no potencial irritante junto ao tecido
conjuntivo, como ja relatado em estudos anteriores (Gomes-Filho et al., 2009).

Estes dados sugerem que o SealAta e SealAta Plus podem ser uma
alternativa adequada como materiais obturadores e retrobturadores, devido a
facilidade de manuseio, de insercdo e as propriedades bioldégicas mostradas na
presente investigagdo. No entanto, mais estudos devem ser realizados para elucidar
essas propriedades dos materiais e confirmar os resultados presentes,

especialmente em condic¢des clinicas.
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6. CONCLUSAO
Pode-se concluir que os cimentos SealAta e SealAta Plus sao
biocompativeis e comportaram-se de forma semelhante ao ProRoot® MTA, quanto a

resposta inflamatoria.
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