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RESUMO 
 
O objetivo desse estudo foi avaliar a expressão de IL1- β e TNF- α na resposta 

tecidual ao MTA em animais diabéticos. Foram utilizados 20 ratos, distribuídos em 

02 grupos de 10 animais: grupo I: ratos normais e grupo II: ratos com diabetes 

induzida por Aloxano. Todos os animais receberam dois implantes de tubos de 

polietileno, um contendo o cimento testado e o outro um tubo vazio para controle. O 

período de avaliação foi de 30 dias, quando os animais foram eutanasiados e os 

tubos de polietileno juntamente com o tecido que o circunda foram removidos e 

fixados. Os tubos foram seccionados ao meio e uma parte foi processada, incluída 

em glicol metacrilato e corada por HE. O critério de avaliação foi de 0: nenhuma ou 

poucas células e nenhuma reação; 1: menos de 25 células e reação leve; 2: entre 25 

e 125 células e reação moderada; 3: 125 ou mais células e severa reação. A outra 

metade dos tubos foi incluída em parafina para análise imunoistoquímica para a 

presença de IL1- β e TNF- α. O critério de avaliação da imunomarcação foi: 1- alto 

(3/4 das células imunorreativas (IR) por campo microscópico); 2- moderado (1/2 das 

células IR); 3- baixo (1/4 das células IR); e 4-nulo (ausência de células IR). Os 

resultados foram analisados pelos testes de Kruskal Wallis seguindo do teste de 

Dunn (p<0.05). Aos 30 dias, tanto no grupo controle quanto no grupo MTA foi 

observado uma resposta inflamatória leve, independente da condição diabética. 

Nenhuma diferença estatisticamente significante foi encontrada entre os padrões de 

imunomarcação para IL1-β e para TNF-α entre os grupos normal e diabético. 

Concluiu-se que a Diabetes Mellitus não alterou a resposta tecidual nem a 

expressão de marcadores inflamatórios na presença do MTA Branco. 

 

Palavras-chave: Diabetes Mellitus. Agregado Trióxido Mineral. IL1-β. TNF-α.  
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ABSTRACT 
 

The aim objective of this study was to evaluate the expression of IL-1β and TNF-α in 

tissue response to MTA in diabetic animals. Twenty rats were divided into two groups 

of 10 animals: group I: normal rats and group II: diabetic rats (Aloxan induced). All 

animals received two polyethylene tube implants, one containing the tested sealer 

and other an empty tube used as control. The evaluation time was 30 days, when the 

animals were sacrificed and the polyethylene tubes with the surrounding tissue were 

removed and fixed. The tubes were sectioned in half and one part was processed, 

included in glycol methacrylate and stained by HE. The evaluation criterion was 0: 

none or few cells and no reaction; 1: less than 25 cells and mild reaction; 2: between 

25 and 125 cells and moderate reaction; 3: 125 or more cells and severe reaction. 

The other half of the tubes were included in paraffin for immunohistochemical 

analysis for the presence of IL-1β and TNF-α. The immunostaining critetia were: 1 - 

high (3/4 of immunoreactive cells (IR) per microscopic field); 2- moderate (1/2 of IR 

cells); 3 cells (1/4 of the IR cells); And 4-null (absence of IR cells). The results were 

analyzed by the Kruskal Wallis test following the Dunn test (p <0.05). At 30 days, 

both the control group and the MTA group showed a mild inflammatory response 

independent of the diabetic condition. No statistically significant difference was found 

between IL-1β and TNF-α immunostaining standards between the normal and 

diabetic groups. It was concluded that Diabetes Mellitus did not alter the tissue 

response or the expression of inflammatory markers in the presence of MTA. 

 

Keywords: Diabetes Mellitus. Aggregate Mineral Trioxide. IL1-β. TNF-α. 
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1. INTRODUÇÃO 
Diabetes Mellitus (DM) é descrita como uma desordem de origem 

metabólica caracterizada por uma hiperglicemia crônica e alterações no 

metabolismo dos carboidratos, lipídios e proteínas resultantes da insuficiente 

secreção/ação do hormônio insulina1.  

A insulina é um hormônio produzido pelo pâncreas e normalmente 

liberado constantemente em pequenas quantidades no organismo, porém quando do 

consumo de alimentos, esta liberação é em maior quantidade. O organismo tem a 

capacidade de remover o excesso de glicose presente no sangue e estocá-la 

nofígado e músculo na forma de glicogênio ou convertê-la em gordura. Quando 

necessário, a glicose armazenada é liberada de volta à corrente sanguínea para ser 

levada as células com auxílio da insulina2. Em pacientes diabéticos, este processo 

encontra-se alterado, pois a glicose é encontrada em excesso na corrente 

sanguínea devido à liberação insuficiente de insulina pelopâncreas ou pela 

resistência celular à insulina.  

Dados do Internacional Diabetes Federation (IDF) mostram que a 

incidênciadessa patologia vem aumentando de forma significativa. Estima-se que 

para o ano de 2030 existam 552 milhões de diabéticos em todo o mundo, sendo 

12.9 milhões destes encontrados no Brasil3.  

A hiperglicemia decorrente da DM causa efeitos moleculares e celulares, 

que são resultantes do estresse oxidativo, do aumento da resposta pró- inflamatória 

e das alterações vasculares que irão predispor os indivíduos a 

complicaçõessistêmicas1. Complicações estas que podem gerar disfunções e 

falência em vários órgãos como os olhos, rins, nervos, o coração, os vasos 

sanguíneos e osso 4,5,6.  

A hiperglicemia provoca um aumento nos níveis de marcadores 

inflamatórios sistêmicos devido ao aumento da resposta inflamatória7,8. DM, se não 

controlada, pode gerar complicações de saúde, levando ao aumento da 

susceptibilidade a infecção e inflamação9. E durante o processo inflamatório, 

numerosas citocinas pró e antiinflamatórias são secretadas; IL-1 e TNF são citocinas 

pró-inflamatórias produzidas nesse processo que são responsáveis por diversos 

acontecimentos, entre eles a exacerbação da resposta inflamatória.  
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A IL-1β é uma citocina sintetizada por macrófagos que interfere na 

reabsorção óssea, é também um importante mediador da resposta inflamatória e 

esta envolvida numa variedade de atividades celulares, incluindo a proliferação, a 

diferenciação e a apoptose celular10,11. 

O TNF-α é produzido por monócitos, macrófagos e linfócitos-T. É capaz 

de, após procedimento cirúrgico, trauma ou durante as infecções, provocar 

mudanças metabólicas e hemodinâmicas; ativar outras citocinas; estimular a 

expressão ou liberação de moléculas de adesão e influenciar na apoptose celular 
11,12,13 

Diabetes está associada estão com níveis elevados de marcadores 

sistêmicos e locais de inflamação. Fluido gengival humano de pacientes com 

diabetes e doença periodontal mostrou níveis mais elevados de prostaglandina E2 e 

IL-1β em comparação com fluido de pacientes não diabéticos, com semelhante 

níveis de doença periodontal14. Além disso, monócitos isolados de pacientes 

periodontais com diabetes produziram quantidades significativamente maiores de 

TNF-α, IL-1β e prostaglandina E2 em resposta ao lipopolissacáridio quando em 

comparação com pacientes não diabéticos14,15. Quando P. Gingivalis foi inoculado 

em tecido conjuntivo a resposta inflamatória após um dia é semelhante em 

camundongos diabéticos e controle. No entanto, em 3 dias, o infiltrado inflamatório 

que consistia em grande parte de leucócitos polimorfonucleares foi reduzida no 

grupo de controle, mas permaneceu elevado nos animais diabéticos7. Estudos 

sugerem que o aumento da apoptose num estado diabético provoca atraso na 

cicatrização de feridas incisionais16,17,18,19. Contudo, nosso grupo não evidenciou 

diferença na resposta tecidual e no potencial de mineralização frente ao MTA 

independentemente da condição diabética20 

O MTA (Agregado Trióxido Mineral) é um cimento reparador utilizado para 

selar comunicações patológicas ou iatrogênicas entre o dente e sua superfície 

externa21,22. Estudos mostram que o MTA é um material biocompatível, radiopaco, 

possui atividade antimicrobiana, apresenta boa capacidade de selamento marginal, 

induz dentinogênese, cementogênese e osteogênese23,24,25,26. 

Encontra-se atualmente disponível no mercado nas cores cinza e branca, 

onde a principal diferença entre ambos parece ser nas concentrações de Al2O3, 

MgO e FeO, onde as concentrações desses óxidos são consideravelmente menores 

no MTA branco do que no cinza27. 
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Os dados obtidos previamente20 basearam-se em análise histológica com 

coloração por hematoxilina e eosina, Von Kossa e análise em luz polarizada, 

entretanto a análise por imunoistoquímica de citocinas pode evidenciar diferenças 

em relação à resposta tecidual que ainda não puderam ser verificadas. Assim, 

justifica-se a avaliação da expressão citocinas pró-inflamatórias na resposta tecidual 

do MTA em animais diabéticos. 
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2. PROPOSIÇÃO 
O objetivo desse estudo foi avaliar a expressão das citocinas inflamatórias 

IL1-β e TNF-α na resposta tecidual do MTA, em tecido subcutâneo de ratos normais 

e ratos diabéticos, por meio de técnicas histológicas e de imunoistoquímicas. 

Objetivos específicos: 

 Analisar a resposta tecidual ao MTA, por meio da coloração em 

Hematoxilina e Eosina, em ratos normais e diabéticos; 

 Avaliar a expressão de IL1-β e TNF-α na resposta inflamatória ao MTA, 

por meio de imunoistoquímicas, em ratos normais e diabéticos. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Cimento Reparador MTA Angelus Branco®  

Nesse estudo foi empregado o cimento reparador MTA Angelus 

Branco®(Angelus Industria de Produtos Odontológicos S/A, Londrina, Brasil).  

MTA Angelus Branco® é um cimento composto de óxidos minerais na 

forma de finas partículas hidrofílicas. Apresenta na sua composição SiO2, 

K2O,Al2O3, Na2O, Fe2O3, SO3, CaO, Bi2O3 e MgO. Além de resíduos insolúveis 

de sílica cristalina, óxido de cálcio e sulfatos de potássio e sódio. 

Estudos mostraram que as concentrações Al2O3, MgO e FeO, são 

consideravelmente menores no MTA branco do que no cinza.  
Firura 1: MTA Angelus Branco® 

 

3.1. Teste de biocompatibilidade  
Para a realização deste trabalho, foram utilizados 20 ratos machos Wistar, 

com idades aproximadas de 30 dias, pesando aproximadamente 250g, sendo 

provenientes do biotério da Faculdade de Odontologia de Araçatuba 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, com ração sólida triturada e água “ad libitum”. O 

projeto de pesquisa foi aprovado pelo ao Comitê de Ética no Uso do Animal (CEUA) 

processo no FOA-00557-2013. 
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3.2. Indução a Diabetes 
Na primeira fase do experimento, metade dos animais (10 ratos) 

receberam uma dose única de 150mg/kg de Aloxano (Sigma Aldrich Corp., St. Louis, 

EUA) via intraperitoneal (Salil et al, 2011). E após o 3º dia dessa injeção foi realizada 

a mensuração da glicose sanguínea para confirmação da hiperglicemia. Foram 

selecionados somente os animais que obtiverem glicemia acima de 250 mg/dl e, 

este dia, foi considerado o primeiro dia da doença Diabetes. 
Figura 2: Indução a diabetes em ratos utilizando Aloxano.  

 
3.3. Procedimentos cirúrgicos. 

Para a realização das intervenções cirúrgicas, os animais foram 

inicialmente pesados e anestesiados. 

Após a anestesia dos 20 ratos (10 diabéticos e 10 não diabéticos), 

realizou-se a tricotomia da região dorsal e a lavagem da área com a finalidade de se 
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evitar contaminação do campo cirúrgico pela presença de pêlos. A anti-sepsia da 

área desprovida de pêlos foi efetuada esfregando uma gaze embebida em solução 

aquosa 10% de PVPI (Shangai-Med. Sn, Shangai, China) por dois minutos.  
Firura 3: Tricotomia da região dorsal e anti-sepsia da área com solução de PVPI por 
dois minutos. 

Em seguida, iniciou-se o procedimento cirúrgico, fazendo uma incisão 

com lâmina de bisturi número 15 (Ethicon Inc., San Ângelo, EUA) no dorso do 

animal, tendo a coluna vertebral como linha média de marcação, onde foram criadas 

duas bolsas por divulsionamento, uma de cada do lado da incisão.  
Figura 4: Incisão na região dorsal do animal e a confecção de duas bolsas por 
divulsionamento, uma em cada lado da incisão. 

 

Noventa e seis tubos de polietileno estéreis (Abbott. Lab. Do Brasil, São 

Paulo, SP) foram preenchidos com os materiais, manipulados segundo as 

recomendações dos fabricantes, sendo que para o grupo controle, os tubos não 

foram preenchidos. Com auxílio de uma pinça reta, cada bolsa recebeu um tubo 

contendo o material que foi testado ou foi colocado o tubo vazio. Assim, cada animal 
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recebeu dois tubos, um preenchido com MTA Ângelus Branco® e um tubo vazio 

(controle). O tecido foi suturado com fio de seda 4,0 não reabsorvível e anti-sepsia 

final, foi realizada com PVPI 10% novamente. 
Figura 5: Colocação de dois tubos nas bolsas; sutura do tecido e anti-sepsia final com 
solução de PVPI. 

 
3.4. Processamento laboratorial e técnica histológica para 

avaliação da resposta inflamatória. 
O período de avaliação foi de 30 dias e após esse período, os animais 

foram sacrificados por meio de uma dose excessiva de anestésico Tiopental Sódico 

na dosagem de 100mg/kg de peso. Antes do sacrifício dos animais do grupo 

diabético foi realizada uma nova mensuração da glicose para comprovar que os 

mesmo ainda se encontravam diabéticos. Após o sacrifício, os tubos foram 

localizados e removidos juntamente com os tecidos que o envolviam e foram fixados 

em solução formalina 10%. 

As amostras foram processadas, incluídas em glicol metacrilato (GMA) e 

cortes seriados de 3m para posterior coloração em hematoxilina e eosina foram 

feitos. 

A análise histomorfológica qualitativa do processo inflamatório consistiu 

na descrição dos fenômenos inflamatórios observados microscopicamente nos 

cortes teciduais representativos de cada grupo e tempos pós-operatórios.  

A análise quantitativa foi realizada por meio da atribuição de escores, 

graduando a importância dos fenômenos microscópicos observados separadamente. 

Foram determinadas as condições microscópicas das estruturas examinadas, em 
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itens distintos, e avaliados sob a forma de escores de 0 a 3, para resposta 

inflamatória. 

 

3.4.1 Critério para Análise Estatística Quantitativa 
 

A) Infiltrado Inflamatório:  
0: Nenhuma: nenhuma ou poucas células; 

1: Leve: inferior a 25 células; 
2: Moderado: entre 25 e 124 células; 

3: Severo: superior a 125 células. 

3.5. Técnica Imunoistoquímica para detecção de IL1-β e TNF-α 
As amostras foram processadas, incluídas em parafina e cortes 

histológicos seriados de 5m foram realizados para análise imunoistoquímicas.  

Para técnica de imunoistoquímicas, os cortes histológicos foram 

desparafinizados em xilol e hidratados em série decrescente de etanol (100º - 100º - 

100º - 90º - 70º GL). A recuperação antigênica foi realizada através da imersão das 

lâminas histológicas em tampão Diva Decloaker®, em câmara pressurizada 

DecloakingChamber® (Biocare Medical, CA, USA), a 95ºC, por 20 minutos. Após 

lavagens em tampão fosfato salino (PBS) 0,1M, pH7,4 , as lâminas histológicas 

foram imersas em 3% de peróxido de hidrogênio, por 1 hora, para o bloqueio da 

peroxidase endógena. Em prosseguimento, depois das lavagens em PBS, os cortes 

histológicos foram tratados com 3% de soro albumina bovino por 12 horas, para 

bloqueio de sítios inespecíficos. Lâminas histológicas contendo amostras de todos 

os grupos experimentais foram divididas em três lotes e cada lote foi submetido à 

incubação com um dos seguintes anticorpos primários: IL1-β (Rabbit anti-IL1-β SC 

7884) e TNF-α (Goatanti-TNF-α SC 1348). Os anticorpos primários foram diluídos 

em PBS acrescido de 0,1% Triton X-100 (PBS-TX), durante 24 horas, em câmara 

úmida. Nas etapas subseqüentes, será empregado o Universal Dako Labeled (HRP) 

Streptavidin-Biotin Kit® (Dako Laboratories, CA, USA). Após lavagens, as secções 

histológicas foram incubadas no anticorpo secundário biotilinado, durante 2 horas, 

lavadas, e tratadas com estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz forte 

(HRP), por 1 hora. Depois de três lavagens em PBSTX , procederá a revelação 

utilizando-se como cromógeno o 3,3’- tetracloridrato de diaminobenzidina  (DAB 
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chromogen Kit®, Dako Laboratories, CA, USA). Ao término de uma série de 

lavagens em PBS, os cortes histológicos foram contra-corados com hematoxilina de 

Harris. Como controle negativo, os espécimes forem submetidos aos procedimentos 

descritos anteriormente suprimindo-se a utilização dos anticorpos primários. 

No estudo proposto foram realizadas marcações imunoistoquímicas nos 

cortes histológicos. Foram utilizados anticorpos primários (1:100) contra a IL-

1β(Rabbit anti-IL-1β SC 7884) e TNF-α (Goatanti-TNF-α SC 1348). Foi utilizado 

anticorpo secundário universal (1:200) - Dako. 

O sinal da reação foi amplificado com o sistema avidinabiotina (Kit 

ABCVectastain Elite ABC – Peroxidase Standard, reagent A and B only – PK6100 – 

Vector Laboratories) e a reação foi revelada utilizando a diaminobenzidina (DAB) 

como cromógeno. 

A especificidade das marcações foi confirmada através da exclusão do 

anticorpo primário em lâminas controle. Todas as incubações dos anticorpos foram 

realizadas em câmara úmida à temperatura de 250C. 

Para adquirir as imagens foi utilizada uma câmera digital acoplada ao 

microscópio e conectada ao computador. 

 

3.5.1 Critérios para análise de Escores 
Padrão de imunomarcação: 
Escore 0: ausência de imunomarcação 

Escore 1: baixo padrão de imunomarcação 

Escore 2: moderado padrão de imunomarcação 

Escore 3: alto padrão de imunomarcação 

 
3.6. Análise estatística 

Os dados encontrados tanto para a análise histológica quanto para 

análise imunoistoquímica foram submetidos à análise estatística pelo programa 

GraphPadPrism. Para ambas as análises os testes utilizados foram Kruskal-Wallis 

seguindo do teste de Dunns, sendo o nível de significância entre os grupos de 

p<0.05. 
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4. RESULTADOS 
Aos 30 dias, nos grupos normal e diabético, foi observado um infiltrado 

celular inflamatório leve consistindo de linfócitos e macrófagos estavam presentes 

na cápsula fibrosa fina em ambos os grupos Controle e MTA (p=0,0965) (Fig. 1 e 

Fig. 2) 

Aos 30 dias, independente da condição diabética, também não foram 

encontradas diferenças significativas entre o grupo controle e MTA branco para 

imunomarcação de IL1-β e TNF-α. (p=0,0054) (Fig. 3 e Fig. 4) 

A tabela 1 descreve os escores encontrados para a resposta inflamatória 

e para a imunomarcação observadas no controle e MTA branco em ambos os 

grupos, normal e diabético. 
 

Tabela 1: Escores para a resposta inflamatória e para os padrões de 
imunomarcação de IL1-β e TNF-α obtidos aos 30 dias. 
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Figura 6: Resposta inflamatória encontrada no grupo normal aos 30 dias. Controle: 
Resposta inflamatória leve consistindo de macrófagos e linfócitos (hematoxilina e 
eosina, 10X) (A); Controle (hematoxilina e eosina, 40X) (B); Controle (hematoxilina e 
eosina, 100X) (C); MTA Branco: Presença de cápsula fibrosa espessa com resposta 
inflamatória leve (hematoxilina e eosina, 10X) (D); MTA Branco (hematoxilina e eosina, 
40X) (E); MTA Branco (hematoxilina e eosina, 100X) (F). 
Setas indicam presença de células inflamatórias.  

 
Figura 7: Reposta inflamatória encontrada no grupo diabético aos 30 dias. Controle: 
Presença de resposta inflamatória leve consistindo de macrófagos e linfócitos 
(hematoxilina e eosina, 10X) (A); Controle (hematoxilina e eosina, 40X) (B); Controle 
(hematoxilina e eosina, 100X) (C); MTA Branco: Resposta inflamatória leve 
(hematoxilina e eosina, 10X) (D); MTA Branco (hematoxilina e eosina, 40X) (E); MTA 
Branco (hematoxilina e eosina, 100X) (F). 
Setas indicam presença de células inflamatórias. 
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Figura 8: Resposta de imunomarcação para IL1-β encontrada nos grupos normal e 
diabético após 30 dias. (A) Controle do grupo normal; (B) MTA Branco do grupo 
normal; (C) Controle do grupo diabético; (D) MTA Branco do grupo diabético. 

Figura 9: Resposta de imunomarcação para TNF-α encontrada nos grupos norma e 
diabético após 30 dias. (A) Controle do grupo normal; (B) MTA Branco do grupo 
normal; (C) Controle do grupo diabético; (D) MTA Branco do grupo diabético. 

Gráfico 1: Gráfico boxplot demonstrando os escores encontrados na imunomarcação 
dos grupos controle e MTA Branco em condição normal e diabética. Abreviações: N: 
Normal; DM: Diabetes Mellitus; CTL: Controle; MTA: MTA Branco. 
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5. DISCUSSÃO 
O teste em tecido subcutâneo de animais é um dos ensaios mais 

utilizados para determinar os efeitos locais e biocompatibilidade de materiais28,29. A 

resposta do organismo perante a um material é complexa e depende da resposta 

imunológica inata e não específica, uma vez que, dependendo das propriedades 

físicas e químicas do material, a cascata inflamatória pode ser acionada, inativando 

o processo inflamatório e contribuindo ou não para um processo de reparo29,30. 

Diabetes Mellitus (DM) é uma desordem metabólica que, quando não 

controlada, pode gerar problemas bucais, como por exemplo, alterações nos tecidos 

pulpares31,32. Algumas pesquisas relatam que a DM altera a resposta 

inflamatória31,33,34, reduzindo o número e função dos leucócitos 

polimorfonucleares35,36, podendo assim alterar a resposta imune36,37, aumentar a 

susceptibilidade a infecções38 e atrasar o processo de reparo35. Além disso, a DM 

tem sido associada com a homeostasia alterada do cálcio, o que leva a uma redução 

da capacidade de formação e mineralização óssea4,39,40. 

Nesse estudo, em condições normais, ambos os grupos Controle e MTA 

apresentaram uma resposta inflamatória leve aos 30 dias. Esses resultados 

corroboram com prévios estudos20,28,41. Entretanto, nenhuma correlação direta entre 

DM e a resposta inflamatória promovida pelo MTA foi observada. Esses resultados 

concordam com nosso estudo anterior que mostrou que a DM não interferiu na 

resposta tecidual e na capacidade de mineralização do MTA Cinza20. 

Nesse estudo, a expressão das citocinas pró-inflamatórias IL1-β e TNF-α, 

foi observada na presença do MTA, em ambos os grupos normal e diabético. 

Nossos resultados concordam com estudos que mostram a estimulação da 

produção das citocinas IL1-β42,43 e TNF-α44na presença do MTA. Entretanto, 

nenhuma diferença entre a expressão de citocinas entre o grupos normal e diabético 

foi observado em nosso estudo. Nós acreditamos que o efeito anti-inflamatório 

promovido pelo MTA demostrado por Barbosa Silva et al. (2008), bem como suas 

excelentes propriedades biológicas20,28,41 podem justificar nossos resultados. 
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6. CONCLUSÃO 
Assim, com base nos nossos resultados, podemos concluir que a 

Diabetes Mellitus não alterou a resposta tecidual nem a expressão de marcadores 

inflamatórios na presença do MTA Branco. 
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