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RESUMO

O desenvolvimento de materiais biocompativeis € de suma importancia, assim como
a andlise do mesmo, com o intuito de determinar as caracteristicas biologicas em
contato com o tecido pulpar. O objetivo deste trabalho foi avaliar a citotoxicidade e a
e a resposta inflamatéria do novo material para pulpotomia - Bio-C Pulpo (Angelus®).
No estudo in vitro foi realizado o ensaio de MTT em cultura de células fibroblasticas
L929 com o intuito de analisar a viabilidade celular. No estudo in vivo foram utilizados
30 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar). Os animais foram divididos em
5 periodos de analise — 7, 15, 30, 60 e 90 dias, sendo 6 animais por periodo, nos quais
foram inseridos na regidao dorsal 3 implantes (tubos de polietileno) contento os
seguintes materiais: (1) Bio-C Pulpo (Angelus®), (2) MTA branco (Angelus®), (3)
Controle — tubo vazio. Foi realizada a analise morfométrica das células inflamatorias
e a técnica imuno-histoquimica para TNFa e IL-1B. Os resultados mostraram que a
viabilidade nao foi afetada pelos extratos nido diluidos, e nas diluicdes Y2, 2 e & 0
MTA e o Bio-C Pulpo apresentaram maior viabilidade que o Controle. O Bio-C Pulpo
apresentou viabilidade celular semelhante ao do MTA, sendo que, em ambos 0s
materiais, a melhor resposta encontrada foi na diluicdo 1/1 as 24 horas e as 48 horas
0 BioC obteve melhor resposta que o MTA. Ao avaliar a reposta inflamatéria dos
materiais nos diferentes periodos, o grupo MTA aos 7, 15 e 30 dias apresentou
resposta inflamatoria mais intensa que aos 60 e 90 dias(p<0,05). No Bio-C Pulpo, aos
7 e 15 dias verificou-se  maior numero de células inflamatérias que nos demais
periodos (p<0,05). O Controle aos 7 dias apresentou a maior resposta inflamatéria
(p<0,05). Ao analisar os diferentes materiais no mesmo periodo, aos 7, 15 e 30 dias
Bio-C Pulpo obteve maior resposta inflamatéria que os demais grupos (p<0,05). Em
60 dias Bio-C Pulpo e MTA apresentaram maior nimero de células inflamatorias que
Controle (p<0,05). Aos 90 dias todos os materiais possuem resposta inflamatoria
semelhante (p>0,05). A analise imuno-histoquimica para citocinas pré inflamatérias
TNFa e IL1B permite afirmar que ambos os materiais apresentaram resposta
inflamatoria reduzida aos 7,15 e 30 dias e leve aos 60 e 90 dias e na andlise das
citocinas no mesmo periodo os materiais e o0 controle foram semelhantes
estatisticamente. Conclui-se que o material Bio-C Pulpo € um material biocompativel
e com baixa citotoxicidade podendo ser utilizado clinicamente.

Palavras-chaves: Pulpotomia, Teste de Materiais, Teste de Citotoxicidade,
Biocompatibilidade



ABSTRACT

Developing biocompatible material is extremely important, as so as analyzing this
material aiming to determine biological characteristics with pulpar tissue. This work
intended to evaluate cytotoxicity and inflammation response of the new material for
pulpotomy - Bio-C Pulpo (Angelus®). During the in vitro study, an MTT test has been
done to L929 fibroblast cells culture in order to analyze cellular viability. For the in vivo
study, 30 male rats (Rattus norvegicus, albinus, Wistar) have been used. The animals
were divided in 5 different periods - 7, 15, 30, 60 and 90 days, thus 6 animals per
period, in which 3 implants (poliethilenl pipes) containing the following material: 1) Bio-
C Pulpo (Angelus®), (2) white MTA (Angelus®), (3) Control — empty pipe, were
inserted into their dorsal region. The inflammatory cells have been analyzed
morphometrically as so as the imuno-histochemic technique for TNFa AND IL-1B. The
results showed that the viability wasn’t affected by non diluted extracts and in Y2, ¥4
and & solutions, MTA and Bio-C Pulpo have showed more viability than the Control.
Bio-C Pulpo has presented cellular viability similar to MTA’s and in both materials the
best response was in 1/1 solution in 24 hours and in 48 hours Bio-C reached best
response than MTA. By evaluating inflammatory response of the material in different
periods, the MTA group presented more intense inflammatory response in 7, 15 and
30 days than in 60 and 90 days (p<0,05). In Bio-C Pulpo case, it has been verified a
bigger number of inflammatory cells in 7 and 15 days than the other periods (p<0,05).
In 7 days the Control presented the biggest inflammatory cells (p<0,05). When
analyzing different material in the same period, Bio-C Pulpo had the biggest
inflammatory response (p<0,05). In 60 days, Bio-C Pulpo and MTA presented more
inflammatory cells than Control (p>0,05). In 90 days, all the materials showed similar
inflammatory response (p>0,05). The TNFa and IL1B pro inflammatory citocinese
imuno-histochemic analysis allows to say that both materials presented inflammatory
response reduced in 7, 15 and 30 days, moderated response in 60 and 90 days and
analyzing citocinese in the same period the materials and the control were similar
statistically. This word concludes that Bio-C Pulpo is a biocompatible material with low
cytotoxicity and it can be used in clinic cases.

Key-Words: Pulpotomy, Material tests, Cytotoxicity tests, Biocompatibility.
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1 INTRODUCAO

A terapia pulpar conservadora, pulpotomia, consiste na amputacdo da polpa
coronéria e a superficie radicular vital remanescente € medicada e clinicamente
avaliada a longo prazo, a fim de preservar a vitalidade e fungcdo da mesma (HAVALE;
INDUSHEKAR; SUDHA, 2013).

O sucesso da pulpotomia depende do diagnostico correto, portanto as
condi¢des clinicas da polpa (exposicao pulpar por carie, resisténcia ao corte,
sangramento vermelho vivo, hemostasia inferior a 5 minutos) e radiogréficas
(auséncia de reabsorcdes patologicas radiculares e lesdo periapical), devem ser
avaliadas com o intuito de manter a vitalidade da polpa radicular (CAVALCANTI, 2011;
NIRANJANI et al., 2015).

A preservacao da vitalidade do tecido pulpar e a paralizacdo das alterac6es
patolégicas, dependem do selamento da polpa vital exposta com um material
biocompativel, protegendo de lesGes adicionais e para promover a cicatrizacdo e
reparacéo (LEE et al., 2015). Portanto, os materiais endoddnticos devem apresentar
propriedades adequadas para que possam ser indicados, tais como: ser resistente a
umidade, ser radiopaco, biocompativel, estéril, de facil insercdo e remocédo (BOGEN,;
KUTTLER, 2009).

O Agregado Trioxido Mineral (MTA) se destacou dentre os materiais existentes
pois possui a capacidade de manter a vitalidade pulpar e promover o reparo quando
colocado em contato com a polpa dental ou com os tecidos perirradiculares
(FUNTEAS; WALLACE; FOCHTMAN, 2003; DALTOE et al., 2016). Acredita-se que a
habilidade do MTA em induzir a formagéo de barreira de tecido mineralizado ocorra
devido a sua biocompatibilidade e excelente capacidade de selamento, fornecendo
um ambiente ideal para cicatrizacdo e induzindo a regeneracdo do tecido pulpar
(TORABINEJAD; CHIVIAN, 1999; DOMINGUEZ et al., 2003; KARABUCAK et al.,
2005; CHACKO; KURIKOSE, 2006; CAICEDO et al., 2006; MORETTI et al., 2008;
PARIROKH; TORABINEJAD, 2010; OLATOSI; SOTE; ORENUGA, 2015; HAGHGOO;
AHMADVAND, 2016). O efeito do MTA como agente capeador pode também ser visto
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nos canais radiculares, nos quais ocorre uma deposicao ativa de tecido mineralizado,
com estreitamento ou obliteracdo do canal radicular (SALAKO et al., 2003; MENEZES
et al., 2004; MAROTO et al., 2005; HOLAN; EIDELMAN; FUKS 2005; MORETTI et al.,
2008).

Em varios estudos, foram analisados o potencial regenerativo do material MTA
(KUKIROSE, 2006; BOGEN et al., 2008; CHACKO; TUNA; OLMEZ, 2008; BJORNDAL
et al, 2010), em que afirmaram suas propriedades antimicrobianas,
biocompatibilidade com o tecido pulpar, manutencdo da integridade com baixa
reacao inflamatoria e inducdo de células pulpares para liberacéo de citocinas, que
aceleram a formacéo de barreira de tecido duro (KOH et al., 1997; EIDELMAN et al.,
2002; NEAMATOLLAHI et al., 2006; SONMEZ; SARI; CETINBAS, 2008).

Apesar do MTA apresentar altas taxas de sucesso clinico e radiografico,
capacidade de manchamento dentario e seu custo elevado sdo inconvenientes
notaveis (PARIROKH; TORABINEJAD, 2010; WALKER et al., 2013; FELMAN,
PARASHOS, 2013; YILDIZ; TOSUN, 2014; AL-HAJ ALI; AL-JUNDI; DITTO, 2015;
OLATOSI; SOTE; ORENUGA, 2015; MARCIANO; DUARTE; CAMILLERI, 2015;
ALSUBAIT; AL-HAIDAR; AL-SHARYAN, 2017).

No intuito de melhorar as caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas dos
materiais utilizados na terapia endodbntica, novos materiais estdo em
desenvolvimento. Entre eles, o Bio - C Pulpo (Angelus®), que por se tratar de um
material novo tem apenas uma pesquisa na literatura por Cosme-Silva (2018). Este
material se apresenta na forma de pé e liquido, sendo o p6 composto por silicato
tricalcico, silicato dicélcico, aluminato tricélcico, oxido de calcio, 6xido de zirconia,
fluoreto de calcio, 6xido de silicio, 6xido de ferro e o liquido: dgua destilada,
plastificante e cloreto de célcio.

Cada material desenvolvido para pulpotomia deve ter suas propriedades
biol6gicas de forma abrangente e independente, testadas in vitro e in vivo antes do
seu uso clinico ilimitado, a fim de minimizar a incidéncia de efeitos adversos locais e /
ou sistémicos ( GEURTSEN, 2001; SCHWARZE et al., 2002; SILVA, et al., 2012). Os
testes de citotoxicidade in vitro sdo importantes para a compreensdo dos riscos
biologicos desses materiais (SCELZA et al., 2012; SILVA, et al.,2013; TRICHES, et
al., 2013; CAMARGO et al., 2014; COTTlI et al., 2014). Os estudos histolégicos sédo o

padrdo ouro para o diagnostico das alteracdes teciduais, permitindo a analise do



17

estado inflamatério real dos tecidos. Ja o estudo dos niveis de citocinas pode fornecer
uma indicacdo do grau de inflamacdo. Ha muitos estudos relatando a relacédo entre
citocinas e os materiais amplamente utilizados em tratamento pulpar conservador
(ELSALHY; AZIZIEH; RAGHPATHY, 2013).

Portanto, este estudo com o novo material desenvolvido pela empresa
Angelus® Bio - C Pulpo, pretende avaliar sua biocompatibilidade como material para
pulpotomia de dentes deciduos e permanentes jovens, visto que estas analises sdo

altamente necessarias antecedendo a projecao do material para a utilizacao clinica.
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2 REVISAO LITERATURA

O procedimento de pulpotomia é indicado quando a remocéo de cérie resulta
na exposicao pulpar em um dente com polpa normal ou pulpite reversivel, ou apés
uma exposicao traumatica pulpar. O tecido coronario é amputado, e a polpa radicular
remanescente € julgada vital quando ndo ha sinais de supurac¢do, puruléncia, necrose
ou hemorragia excessiva, e sem sinais radiograficos de infeccdo ou reabsorcao
patolégica (AAPD, 2017).

As técnicas de pulpotomia variam de acordo com o0s materiais capeadores
pulpares utilizados, os quais irdo provocar no remanescente pulpar: desvitalizacao,
mumificacdo ou cauterizacdo (formocresol), preservacdo ou minima desvitalizacdo
(sulfato férrico, glutaraldeido) e inducédo do reparo ou regeneracao (hidréxido de calcio,
agregado de trioxido mineral, proteinas morfogenéticas, biodentine, cimento portland)
(NEAMATOLLAHI; TAJIK, 2006; SONMEZ; SARI; CETINBAS, 2008; SHAYEGAN;
PETEIN; ABBEELE, 2008; SAKAI et al., 2009; SRINIVASAN; JAYANTHI, 2011,
LAURENT; CAMPS; ABOUT, 2012). O uso de substancias biocompativeis € uma das
maiores preocupacdes atualmente na odontologia, principalmente quando o material
entra em contato direto com o tecido pulpar (LIMA et al., 2011).

Os materiais utilizados na terapia pulpar devem apresentar biocompatibilidade
e bioatividade adequadas para promover a regeneracdo pulpar em dentes
permanentes (GANDOLFI et al., 2015). Deste modo, varios materiais sdo indicados
para pulpotomia e estes se diferem na forma de atuac&o na polpa dental, como na
desvitalizac&o utiliza-se formocresol (FC), na preservacéo o sulfato férrico (SF), na
regeneracdo o hidréxido de calcio (HC) ou Agregado de Tridéxido Mineral (MTA)
(RANLY, 1994).

O FC é um dos medicamentos mais estudados para pulpotomia, porém varias
preocupacdes foram levantadas sobre este medicamento devido ao formaldeido em
sua composicdo (CASAS et al., 2005). E comprovado cientificamente que o
formaldeido é toxico para o tecido conjuntivo, por aresentar um potencial
carcinogénico e efeitos mutagénicos (FALLAHINEJAD et al., 2008).

Outro material que vem sendo considerado um material de escolha para

pulpotomia é o sulfato férrico (SF) devido ao seu baixo custo e altas taxas de sucesso
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radiografico (SONMEZ; SARI; CETINBAS, 2008; ERDEN, et al. 2011; YILDIZ;
TOSUN, 2014). A reacdo do SF com sangue resulta em um complexo ion-proteina
férrica, que bloqueia mecanicamente os orificios capilares, favorecendo hemostasia
(SONMEZ; SARI; CETINBAS, 2008; HAVALE, INDUSHEKAR, SUDHA, 2013). Apesar
das taxas de sucesso favoraveis (FUKS, 1997), poucos estudos avaliaram os efeitos
microscopicos do SF no tecido pulpar (SHAYEGAN; PETEIN; ABBEELE, 2008).
Segundo outro estudo, os autores avaliaram os resultados clinicos, radiograficos e
histolégicos do complexo dentino-pulpar de molares deciduos ap6s pulpotomia com
MTA e 15,5% SF. Concluiram que ambos séo eficazes para pulpotomias de dentes
deciduos, embora o MTA seja considerado o material de primeira escolha, o SF pode
ser uma alternativa adequada quando o custo do tratamento € um problema
(JUNQUEIRA, M.A. et al., 2018).

O hidréxido de calcio (HC) € muito utilizado em endodontia pois possui
atividade antimicrobiana, capacidade para limitar a reabsorc¢éo radicular e promogéo
do reparo periapical (DUARTE 2000; MORI, 2007; MORI, 2009; MOHAMMADI, 2011).
Entretanto o HC possui varias desvantagens; pode ser utilizado apenas em ambiente
seco, as pontes dentinarias produzidas podem ter defeitos, e apresenta dissolugdo ao
longo do tempo (HILTON, 2009).

Outro material disponivel é o Biodentine (BD), que consiste em uma forma de
silicato tricalcico, contendo no p6 silicato tricalcico, 6xido de zircénio, 6xido de calcio,
carbonato de caélcio, pigmentos e oxido de ferro marrom. O liquido € composto de
cloreto de calcio dihidratado, areo e agua purificada (CAMILLERI, 2013). Apresenta
propriedades biolégicas como resisténcia ao meio acido, interacdo dinamica com a
interface da dentina e do tecido pulpar, estimulando o recrutamento e a diferenciacéo
das células, aumentando a expressdo génica e promovendo a dentinogénese
(BOGEN; CHANDLER, 2010; MALKONDU et al., 2014).

Em um estudo, foram avaliados os efeitos dos materiais MTA, HC e BD em
células-tronco de dentes deciduos esfoliados humanos (SHED) in vitro. SHED foram
cultivadas por 1 - 7 dias em meio condicionado por incuba¢gdo com MTA, BD ou CH (1
mg / mL) e testado para viabilidade (ensaio MTT) e proliferagdo (ensaio SRB). Os
autores concluiram que os trés materiais sdo biocompativeis, possuem a capacidade
de estimular a proliferacdo, migracdo e diferenciacdo em células-tronco dentéarias
(ARAUJO et al., 2018).
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O MTA é um po6 fino hidrofilico desenvolvido por Mahmoud Torabinejad na
Universidade de Loma Linda (USA), composto de silicato de calcio (CaSiO.), 6xido de
bismuto (Bi-Os), carbonato de célcio (CaCOs), sulfato de célcio (CaSO.) e aluminato
de célcio (CaAl.0.). Quando misturado com agua, formam-se cristais de oxido de
célcio em uma estrutura amorfa que consiste de 33% de célcio, 49% de fosfato, 2%
de carbono, 3% de cloreto e 6% de silica (CAMILLERI et al., 2005).

O MTA atraiu a atencao de pesquisadores, como um material para pulpotomia,
devido a sua excelente capacidade de vedacédo, biocompatibilidade e maior taxa de
sucesso radiografico que o FC (NOOROLLAHIAN, 2008). Além disso, o MTA é
superior ao HC na inducao do processo dentinogénico na cobertura pulpar (MIN et al.,
2008). Ha evidéncias de que a formacdo deste tecido ocorre devido aos principais
componentes da hidroxiapatita presentes no MTA como o fésforo e célcio
(ACCORINTE et al., 2008). O MTA ou silicato de calcio formam ponte de dentina mais
espessas com menor resposta inflamatdria e menor taxa de necrose de tecido pulpar
guando comparado a outros materiais disponiveis (BORTOLUZZI et al., 2015;
MARGUNATO et al., 2015).

Ha diversos materiais disponiveis para utilizacdo clinica, sendo de suma
importancia a pesquisa in vitro e in vivo a fim de verificar a biocompatibilidade do
mesmo. Para analisar as propriedades biologicas de um novo material, pesquisadores
avaliaram um novo mateiral para pulpotomia, o Bio-C Pulpo, através de sua resposta
inflamatoria e a capacidade de induzir deposi¢cdo mineral por analises histologicas e
imuno-histoquimicas para osteocalcina (OCN), osteopontina (OPN) e sialoproteina
ossea (BSP) do Bio-C Pulpo (Angelus), comparado ao MTA Branco. Utilizaram tubos
de polietileno contendo Bio-C Pulpo, MTA branco e tubos vazios foram implantados
no tecido conjuntivo dorsal de ratos. Foi realizada a analise histologica com HE e
imuno-histoguimica para a deteccéo de OCN, OPN e BSP. Os autores concluiram que
0 Bio-C Pulpo é biocompativel e induz a resposta imunolégica de marcadores
osteogénicos como OCN, OPN e BSP, semelhante ao MTA Branco (COSME-SILVA,
et al., 2018).
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2.1 BIOCOMPATIBILIDADE

A biocompatibilidade é testada no intuito de avaliar a reacdo de células e
tecidos a presenca de materiais, sendo que 0s mais comuns sdo 0s testes de
citotoxicidade, ensaios de genotoxicidade, implantes 6sseos e implantes subcutaneos
(HAUMAN; LOVE, 2003).

Um material biocompativel deve apresentar baixa toxicidade sem promover
reacdo inflamatéria, a qual deve ser insignificante quando presente (STANFORD,
1980; HAUMAN; LOVE, 2003; MORI, 2009). Um material é considerado biocompativel
se a reacao inflamatoria for reduzida a insignificante no decorrer do tempo (SILVEIRA
et al., 2011)

A toxicidade de biomateriais € definida pela capacidade de liberacdo de
substancias causadoras de danos ou morte celular direta ou indireta, por meio da
inibicdo de vias metabdlicas. Portanto, a ado¢ao de métodos que verifiguem possiveis
caracteristicas toxicas previamente a implantacéo de biomateriais é imprescindivel. A
avaliacao da citotoxicidade in vitro permite obter dados significativos mais facilmente
e limitar o nUmero de variaveis experimentais, além de reduzir o periodo de teste
guanto comparado aos testes in vivo (ROGERO et al., 2003). O objetivo € mimetizar
as condicdes bioldgicas para testar biomateriais simulando, in vitro, a implantacéo nos
tecidos do organismo (SEHNEM et al., 2012).

Varios testes para avaliar a toxicidade de biomateriais foram padronizados
utilizando culturas celulares. Segundo a normativa 1ISO 10993-5, os protocolos para
testes in vitro comp&em-se por métodos de contato direto, indireto e extrato do
material em diferentes diluicbes. A interacdo com diferentes culturas de células
permite verificar alteracdes por mecanismos distintos, como incorporacéo de corantes
vitais ou a inibicdo da formacdo de coldnias celulares (SEHNEM et al., 2012;
ROGERO et al., 2003).

As técnicas de cultura de células séo Uteis para avaliar a biocompatibilidade de

diferentes materiais, pois oferece uma ferramenta econdémica e reproduzivel para
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melhorar o conhecimento dos possiveis efeitos toxicos dos materiais (ALHIYASAT et
al., 2005; DE MENEZES et al., 2009).

Os ensaios in vitro com culturas de células sdo comumente utilizados para
elucidar os mecanismos envolvidos em diferentes respostas bioldgicas e investigar o
comportamento celular em situacGes especificas. Embora os resultados destes
ensaios in vitro ndo possam ser imediatamente extrapolados para condi¢des clinicas
em seres humanos, eles séo clinicamente relevantes por representarem um modelo
apropriado para o rastreio correto de diferentes propriedades dos materiais dentarios,
bem como para avaliacdo de seus potenciais riscos para a saude (PIRES et al., 2016).

O ensaio colorimétrico do MTT é um modelo para avaliacéo in vitro simples e
eficaz para detecgcéo de células vivas ou em crescimento. Para o procedimento da
técnica, linhagens de células com densidade populacional pré-determinadas séo
distribuidas em pocos de placas de cultivo e aderéncia. As células ndo aderidas, apés
o periodo de incubacéao, sdo removidas por aspiracao e o biomaterial € adicionado em
forma de p6 ou extrato. Todo o sistema € novamente incubado em estufa por 24 a 72
horas e, posteriormente o ensaio de viabilidade celular pelo MTT é quantificado
determinando-se a densidade 6ptica com auxilio de um leitor de ELISA (OREFICE et
al., 2006).

A toxicidade do MTA e de outros materiais de aplicagdo endodontica, foi
estudada utilizando os protocolos da ISO e ensaio de MTT, através da exposi¢ao dos
extratos das substancias a fibroblastos da linhagem L-929. Dentre todos agentes
avaliados, o MTA foi o material que menos inibiu a viabilidade celular, ndo exercendo
efeito toéxico em fibroblastos da linhagem L-929 (OSORIO et al., 1998).

Um estudo avaliou a citotoxicidade de trés materiais de reparo radicular através
do cultivo de fibroblastos do ligamento periodontal e as células de fibroblastos foram
colocadas em contato com os materiais Biodentine, MTA, Endosequence root e grupo
Controle. A viabilidade celular foi determinada usando microscépio de contraste de
fase inversa, concluindo—se que o MTA €& menos toxico para os fibroblastos do
ligamento periodontal do que os outros materiais (SAMYUKTHA et al., 2014)

Outro estudo avaliou e comparou a toxicidade in vitro do formocresol, sulfato
férrico e do MTA em cultura de fibroblastos de ligamento periodontal humano. As
células do ligamento periodontal foram submetidas a diferentes concentracdes dos

materiais por 24, 48 e 72 horas. Apenas o0 MTA apresentou viabilidade celular préxima
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ao Controle negativo, os outros materiais testados foram significativamente inferiores
em todos os periodos de exposicao (AL-HAJ; AL-JUNDI; DITTO, 2015).

Considerando a importancia das propriedades biolégicas dos materiais que
estardao em contato com os tecidos, um estudo avaliou a citotoxicidade do MTA HP
em comparacdo com o MTA branco. Cultivaram-se linhagens celulares de fibroblastos
L929 em meio Eagle modificado por Dulbecco (GIBCO BRL,Gaithersburg, MD). A
viabilidade celular foi determinada usando o alamar Blue (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA). As 6, 24, 48 e 72 horas apoés a adicdo de MTA e alamar Blue, 200 mL
do meio foi transferido para uma placa de 96 pocos e a densidade 6tica foi medida em
comprimentos de onda de 570 e 600 nm. Os autores conluiram que o MTA HP mostrou
maior viabilidade celular de fibroblastos em comparacdo com o MTA branco apds um
periodo mais longo (CINTRA et al., 2017a).

Véarios métodos estdo sendo utilizados para avaliar a biocompatibilidade de
cimentos endodénticos, incluindo testes de implantacdo em subcutaneo de ratos,
sendo considerado um dos testes mais adequados para determinar os efeitos que os
materiais causam no tecido por possibilitar cortes mais finos quando ha inclusdo em
parafina, oferecendo boa definicdo celular e permitindo uma melhor definicdo do
processo inflamatoério (GOMES-FILHO et al., 2001; BUENO et al., 2016).

Pesquisadores avaliaram a reacdo tecidual promovida de um material
experimental (MTAs) no subcutdneo de ratos, através de analises morfologicas e
morfométricos. Nos animais de cada grupo (n = 20), tubos de polietileno preenchidos
com MTAs, cimento Portland (PC) ou MTA convencional foram implantados no
subcutaneo. No grupo de controle, tubos vazios foram implantados. Apés 7, 14, 30, e
60 dias, os espécimes foram fixados e incluidos em parafina. Concluindo que o MTAs
apresentou resposta tecidual semelhante aos materiais MTA e CP (VIOLA et al, 2012).

Outro estudo avaliou a biocompatibilidade do MTA HP em comparagcdo com o
MTA branco, através da avaliacdo da viabilidade celular as 6, 24, 48 e 72 horas
utilizando o ensaio alamar Blue (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Um teste de
implante subcutaneo foi realizado com tubos de polietileno contendo um dos materiais
ou tubos vazios (controle) utilizando 20 ratos Wistar. Apés 7 e 30 dias de implantacéo,
os tubos com tecidos circundantes foram removidos para andalise usando HE ou

corante von Kossa ou permaneceram sem coloracdo para observagdo sob luz
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polarizada. Os autores concluiram que o MTA HP mostrou biocompatibilidade e
biomineralizacdo semelhante ao MTA-Ang (CINTRA et al., 2017b).

A Dbiocompatibilidade via resposta tecidual inflamatoria subcutanea e
capacidade de mineralizagdo do novo MTA Flow em relacdo ao MTA Angelus e
ProRoot MTA foi avaliada in vivo. Foram utilizados 40 ratos Wistar machos que
receberam implantes de tubo de polietileno subcutaneo contendo os materiais de teste
e um grupo controle com tubo vazio (n = 10 animais / grupo). Apdés os dias 7, 15, 30 e
60, os animais foram eutanasiados e os tubos de polietileno foram removidos com os
tecidos circundantes. Infiltrado inflamatério e espessura da capsula fibrosa foram
avaliados histologicamente. Segundo os autores, no final do experimento, o novo MTA
Flow mostrou biocompatibilidade e induziu a biomineralizacdo em todos os periodos
de tempo ( GOMES-FILHO et al., 2019).

2.2 CITOCINAS PRO INFLAMATORIAS

A implantacdo de todo material em tecidos vivos sempre sera seguida por
processo inflamatério, visto que rupturas vasculares e teciduais sdo inevitaveis
durante o procedimento cirargico. A injaria e, subsequentemente, a perturbacdo dos
mecanismos homeostaticos irdo desencadear a cascata celular responséavel pelo
processo cicatricial ANDERSON, 2001).

O processo inflamatdrio é fundamental para restabelecimento tecidual. E por
meio dele que todos os tecidos vivos reagem contra as agressoes, incluindo o ato
cirargico de implantaco e interac&o do organismo com o biomaterial (OREFICE et al.,
2006). O tipo, intensidade e duracdo dessa resposta inflamatéria dependem das
caracteristicas fisicoquimicas de cada biomaterial. O grau de sucesso na implantacao
de biomateriais pode ser associado, entre outros fatores, a severidade do processo
inflamatorio desencadeado (SANTOS et al., 2013; NYSKA et al., 2014). Os efeitos
locais devem ser avaliados por meio da resposta tecidual causada pela amostra teste
em comparacao a resposta ocasionada pela amostra controle, cuja biocompatibilidade
e aceitabilidade clinica se encontram estabelecidas (ANDERSON, 2001).

A primeira etapa do processo inflamatério € a agressao ao tecido causando a
migracdo de diversas células inflamatérias. A intensidade e progressao do processo

inflamatorio dependem de fatores locais e sistémicos, envolvendo eventos celulares
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que resultam na producdo e liberacdo de moduladores da inflamacdo (HRABAK;
BAJOR; CSUKA, 2008; NIBALI et al., 2012).

A interleucina exibe multiplos efeitos bioldgicos e atua como um importante
mediador da resposta do hospedeiro apds o tecido sofrer uma lesédo, infec¢cdo ou
inflamacdo, aumentando os niveis de proteinas de fase aguda, proteina C-reativas,
amiloide sérica a e fibrinogénio. A IL-6 provoca a regulacdo das moléculas de adeséo
e induz angiogénese aumentando a permeabilidade vascular e edema inflamatorio,
induzindo a diferenciacdo e reabsorcdo Ossea através da agdo dos osteoclastos,
assim como quando esta associada com a IL-1 B (GEMMELL; SEYMOUR, 1993;
NISHIMOTO, 2010).

O contato do tecido com o MTA promove um aumento do pH (12) e liberagao
de calcio que induz a producdo e a secrecao de citocinas pro inflamatorias, tais como
alL -1 e IL-6. Estas citocinas potencializam a acdo dos neutrofilos que promovem a
ativacdo da producdo de prostaglandinas e a producdo de enzimas proteoliticas
(MASSI et al., 2011). A alcalinidade do pH e a liberacdo de célcio promovem uma
reacdo inflamatdria, onde os ions de calcio reagem com diéxido de carbono presente
nos tecidos, originando cristais de calcita que reduzirdo o processo inflamatério
(HOLLAND et al., 1975).

Em um estudo, os pesquisadores testaram o cimento de aluminossilicato de
célcio (QuickSet) em comparacdo ao ProRoot MTA e MTA Plus. Citocinas pro-
inflamatérias IL -1 e a IL-1a foram avaliadas aos 30 e 60 dias. Os autores concluiram
gue ndo houve diferenca estatistica entre os 3 cimentos, portanto, as concentracdes
de IL -1B e IL-1a foram baixas, sendo o cimento QuickSet foi considerado uma opgéao
viavel para pulpotomia por possuir propriedades similares ao MTA (KRAMER et al.,
2014).

A participacdo dos fibroblastos da polpa de dentes deciduos no processo
inflamataério, foi avaliada através da avaliacdo da producéo de IL -18 e IL-8 dessas
células. Os agentes de pulpotomia foram aplicados como meios condicionados em
culturas celulares nos seguintes grupos: (1) controle negativo; (2) controle positivo
(Lipopolissacarideo-LPS); (3) hidréxido de calcio (pd); (4) MTA; (5) resina adesiva; e
(6) formocresol. Concluiram que o hidroxido de calcio estimulou apenas a producéo

de IL -1, a resina adesiva e o formocresol estimularam apenas a producao de IL-8 e
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0 MTA estimulou ambas as citocinas, portanto diferentes materiais de pulpotomia
podem ajudar na resposta imunolégica dos fibroblastos (FERREIRA et al., 2009).

A resposta inflamatoria induzida por um cimento experimental de silicato
tricalcico foi analisada com 20% de Oxido de zircénio (TSC) e MTA Plus (MTAP;
Avalon Biomed, Bradenton, FL). Avaliou-se tecidos subcutaneos de ratos apds serem
implantados tubos de polietiieno com TSC (n = 20) e MTAP (n = 20) e tubos vazios
foram utilizados como controle (grupo controle [GC], n = 20). Apos 7, 15, 30 e 60 dias,
os tubos com tecido conjuntivo foram removidos, as células inflamatorias e as células
imunomarcadas para interleucina 6 (IL-6) foram contadas. Observaram um numero
aumentado de células inflamatérias e imunomarcadas para IL-6 aos 7 dias, sendo o
namero de células inflamatorias foi maior para TSC e MTAP do que o GC nesse
periodo. Apds 30 e 60 dias, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos e observou-se, nas capsulas adjacentes ao TSC e MTAP, fibroblastos e feixes
de fibras de colageno. O numero de células imunomarcadas para IL-6 foi semelhante
para os grupos em todos os periodos avaliados. Os autores concluiram que TSC e 0
MTAP causaram reacdo subcutanea semelhante em ratos, sugerindo que sé&o
biocompativeis e apresentam respostas imunes semelhantes (ANDRADE et al.,
2018).

O TNF-a € um mediador inflamatério proeminente e absolutamente central em
iniciar a cascata de reacoes inflamatorias do sistema imunoldgico, incluindo inducéo
de producdo de citocinas, ativacdo e expressao de moléculas de adesdo e
estimulacdo de proliferacdo celular. Coordena as respostas iniciais a lesdes e,
portanto, representa um importante ponto de regulacdo em doencas inflamatorias
(HEHLGANS; PFEFFER, 2005).

O objetivo de outro estudo foi avaliar a expresséo de citocinas em resposta ao
agregado MTA e selénio em camundongos com perfuragdo de furca experimental. O
primeiro molar superior esquerdo foi aberto e a area da furca foi perfurada e tratada
com pos- MTA-Se (grupo experimental). A mesma intervencéo cirurgica foi realizada
para o0 primeiro molar superior direito, que foi tratado com MTA (grupo
controle). Quinze ratos foram sacrificados 7, 14 e 21 dias ap0s a perfuracao furcal, e
amostras de tecido periapical foram coletadas. Os niveis de expressdo de mRNA das
citocinas TGF-B, TNF-a, IFN-y, HPRT, IL-10, IL-4, RANK, RANKL, IL-1e a IL-17 foi
avaliada pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo real. No grupo experimental,

aos 21 dias apos o selamento com MTA- Se, os niveis de mRNA de TNF-a e IL-10
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foram supra-regulados em comparag¢éo com aqueles no grupo controle (p <0,05). Esta
avaliacdo revelou niveis baixos de expressdo de mRNA de IL-1 a, IFN-y, RANK,
RANKL, IL-17A, IL-4 e TGF-B, em tempos experimentais longos, tanto no grupo
experimental como no controle (p> 0,05). Em concluséo, o selamento com MTA-Se
favoreceu o aumento da expresséo de IL-10 e TNF-a, podendo ser considerado um
material com acao anti-inflamatoria (ESPALADORI et al., 2018).

Para determinar o efeito das citocinas, o tecido pulpar foi exposto ao MTA, e a
expressdo de CCL5 / RANTES, CCL2 / MCP1, IL-1a, IFN-y, TNF-a, IL-4 e IL-6 foi
avaliada por RT-PCR aos 10 e 20 dias apds a exposi¢cdo. O grupo controle nao foi
exposto ao MTA. Nesta pesquisa ndo foi encontrada expressao detectavel de CCL2,
IL-4 e IL-6 no tecido de nenhum dos grupos, enquanto o TNF-a foi expresso em altos
niveis 20 dias apds a exposi¢éo (P <0,05). Tais achados sugerem que o MTA regula
negativamente as citocinas inflamatorias CCL5, IL-1a e IFN-y e pode ter um efeito
anti-inflamatério (BARBOSA,; VIEIRA; SOBRINHO, 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

O objetivo geral deste estudo foi avaliar as propriedades bioldgicas in vitro e in vivo

de um novo material experimental para pulpotomia - Bio-C Pulpo (Angelus®).

3.2 ESPECIFICOS

Avaliacao da citotoxicidade através da analise da viabilidade celular, em cultura de
células fibroblasticas L929, seguida da analise morfolégica e morfométrica da
resposta inflamatoria em tecido subcutaneo de ratos e analise imuno-histoquimica das

citocinas pro inflamatérias, Interleucina - 1 e TNF-a, em subcuténeo de ratos.
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4 METODOLOGIA

Nesta sessdo apresentamos a metodologia deste trabalho.

41  MODELO EXPERIMENTAL IN VITRO

4.1.1 Extrato de cimento

O MTA branco (Angelus Industria de Produtos Odontoldgicos S / A, Londrina,
PR, Brasil) e Bio-C Pulpo (Angelus Industria de Produtos Odontolégicos S / A,
Londrina, PR, Brasil) foram misturados de acordo com as instru¢des do fabricante:
MTA 1 dose de p6 / 1 gota de liquido e Bio-C Pulpo 1 dose de pé / 3 gotas de liquido.
Em seguida, discos contendo esses materiais foram preparados sob condi¢des
assépticas usando um tubo de polietileno estéril cilindrico (diametro de 5 mm; altura
de 3 mm). Os discos foram mantidos em incubadora com 5% de CO2 a 37 ° C por 6
horas para o ajuste completo. Depois de 6 horas, os discos foram removidos do molde
e esterilizados por luz ultravioleta por 1 hora. Cada disco foi imerso em 1 mL de meio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) com 10% soro fetal bovino (FBS) e incubado
em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 por 3 dias. Entdo os discos foram
descartados, e os sobrenadantes (eluato extrato) foram coletados e filtrados atravées
de um filtro estéril de 0,22 mm (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). O sobrenadante
coletado foi referido como extrato de cimento, que foram realizados de acordo com
estudos anteriores (CINTRA et al., 2017b). Foram utilizadas diluicdes de extratos em

série (ndo diluidos, 72, 4 e /&) neste estudo.

4.1.2 Cultura de células
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As células do tipo Fibroblastos L929 foram cultivadas em DMEM suplementado
com 10% de FBS, estreptomicina e penicilina sob condi¢cdes de cultura de células
padrao (37 ° C, 100% de umidade, 95% de ar e 5% de CO2) de acordo com estudos
prévios (CINTRA et al., 2017a; CINTRA et al., 2017b).

4.1.3 Teste de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada usando o ensaio de MTT (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA). As células do tipo fibroblasto L929 foram semeadas em placas
de 96 pocos (104 células/poco) e incubadas durante 24 horas em uma atmosfera de
ar de 5% de CO2 a 37 ° C para conseguir a ligacdo das células antes de adicionar o0s
extratos. Em seguida, os extratos de cimentos foram adicionados ao meio de cultura
(n&o diluido, Y2, ¥4 e %). As células tipo fibroblastos L929 cultivadas em DMEM sem
extrato foram utilizadas como controle. As 6, 24 e 48 horas, foi adicionada a solug&o
de MTT nas células, e os fibroblastos foram incubados a 37°C durante 4 horas
protegidos da luz. Em seguida, a solucdo de MTT foi descartada e 200 mL de alcool
isopropilico adicionado a cada poc¢o. A placa foi mantida sob agitacdo continua
durante 30 minutos para dissolver os cristais azul escuro. A solugéo azul foi transferida
para outra placa de 96 pocos para medir a densidade Optica (OD) a 570 nm em um
espectrofotometro. Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados foram
analisados estatisticamente pelo Software R-3.4.4. Para a realizacdo da avaliacao
estatistica dos dados utilizamos analise de variancia (ANOVA) e poés teste de
Bonferroni para comparacédo das médias, considerando o nivel de significAncia de 5%.

4.2 MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO

4.2.1 Modelo experimental

Este estudo foi submetido e previamente aprovado pela Comissé&o de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Alfenas-MG, com protocolo ndmero
692/2015 (Anexo 1).



31

Foram utilizados 30 ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), machos, com
peso entre 250 a 300 gramas. Os animais foram mantidos em gaiolas identificadas (4
animais por gaiola), em ambiente com temperatura entre 22 e 24°C, com ciclo de luz
controlada (12 horas claro e 12 horas escuro) e consumiram ragao sélida e agua ad
libitum durante todo periodo experimental. Para sedacdo e anestesia utilizou-se a
associacao dos farmacos: Ketamina-80mg/kg (Avenco Inc., Fort Dodge, IA) e Xilazina-
4mg/kg (Mobay Corp. Shawnee, KS). Deste modo, os animais receberam injecéo
intraperitoneal contendo 0,04mL/100g de Xilazina e 0,08mL/100g de Ketamina. Uma
dosagem suplementar de anestésico foi administrada sempre que necesséria para a
sedacéao.

Os animais foram divididos em 5 periodos experimentais — 7, 15, 30, 60 e 90
dias, sendo 6 animais por periodo, nos quais foram inseridos na regido dorsal 3
implantes - tubos de polietileno contento os seguintes materiais:

1. Material experimental a base de MTA para pulpotomia - Bio-C Pulpo
(Angelus®)
2. MTA branco (Angelus®)

3. Controle — tubo vazio

Para realizar a implantagdo dos materiais no dorso dos ratos, 0os materiais
foram manipulados de acordo com as instrucfes de seus fabricantes e colocados no
interior dos tubos de polietileno (120 tubos com: 10 mm de comprimento x 1,6 mm de
didametro) (FIGURA 1 A e 1 B), previamente esterilizados em oOxido de etileno,
mantendo ambas extremidades abertas. ApGs realizar a tricotomia e assepsia com
solucdo de iodo a 5% na regido dorsal do animal, realizamos trés incisfes utilizando
bisturi de lamina 15 com aproximadamente 2 cm, orientando-se na direcao da cabeca

para a cauda.
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Figura 1- A: Tubo vazio medindo 10 mm de comprimento x 1,6 mm de diametro;
B: Tubo preenchido com o material.
Fonte: Da autora

O tecido foi divulsionado, criando-se bolsas paralelas as incisbes para
implantagdo dos tubos (FIGURA 2A). Cada animal recebeu 3 implantes (FIGURA 2B)
e o local da inciséo foi suturado com pontos simples utilizando fio de seda (Seda 4-0,
ETHICON, Séo José dos Campos, SP-Brasil).

A

Figura 2- A: Divulsdo dos tecidos para inser¢do dos tubo; B: inser¢do do tubo com auxilio de pinga clinica.

Fonte: Da autora

4.3 EUTANASIA

Os animais foram eutanasiados 7, 15, 30, 60 e 90 dias pés-operatdrios através
de exposicdo de CO: em camara apropriada. Apos a eutanasia, realizamos a
tricotomia através da identificagdo do tubo por sensacdo tatil e uma incisdo foi
realizada no dorso do animal, distante do tubo. Os tecidos foram divulsionados

distantes da regido do tubo, para que o tecido de interesse ndo fosse danificado. Apos
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localizarmos visualmente os tubos, os mesmos foram removidos com |laminas de

bisturi e tesouras (FIGURA 3).
N g

Figura 3- A: Tubos aderidos ao subcutaneo dos animais; B: Tubo removido com tecido cirucundante.
Fonte: Da autora

4.4 FIXACAO E PREPARO PARA PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os tecidos foram fixados em formaldeido a 4% tamponado com fosfato de sodio
0,1 M e pH 7,2 por 12 horas. ApGs esta etapa, o tecido foi preparado para inclusdo em
parafina.

Os blocos foram cortados de forma seriada em microtomo com navalha de
tungsténio na espessura de 3 um. Um total de seis laminas foram obtidas de cada
bloco (quatro cortes por lamina). Das seis laminas obtidas, duas foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE) para analise morfoldégica e morfométrica e quatro foram
utilizadas para analise imuno-histoquimica de TNFa, IL18 (2 laminas para cada

marcador).

4.5 FORMA DE ANALISE

4.5.1 Quantificacao de células inflamatérias.

As seccdes em série de 3um de espessura foram coradas com HE. Nos cortes
corados em H&E foi realizada uma captura da regido central adjacente a abertura do

tubo, area de contato do tecido com o material experimental (FIGURA 4) em uma
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objetiva de 40x de ampliacdo. A andlise morfométrica foi realizada através do Software
Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA) sendo aplicada uma
grade, na qual a area considerada para analise foi de 336um (FIGURA 4). Nesta area
foi quantificada o nimero de células inflamatorias (neutréfilos) através do zoom
aplicado, obtendo-se, assim, um valor de células inflamatérias/area total pm2. Em
seguida foi realizada a andlise estatistica dos dados. Realizou-se a Analise de
Variancia, quando foi constada normalidade foi realizado o Teste Shapiro Wilk
(p>0.05) e na auséncia da normalidade foi realizado teste de Kruskal Wallis (p<0.05).

Figura 4 — Quantificacao das células inflamatérias pelo software Image-Pro Plus 4.5
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Nota: Demostracao de uma das laminas a ser quantificada pelo avaliador cego.
Fonte: Da autora

4.5.2 Método imunohistoquimico para deteccao de TNFa e IL-13
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Os cortes histologicos foram desparafinizados em xilol e hidratados em série
decrescente de etanol (100°- 100°- 100°- 90°- 70° GL). A recuperacao antigénica foi
realizada através da imersao das laminas histolégicas em tampéo Diva Decloaker®
(Biocare Medical, CA, USA), em camara pressurizada Decloaking Chamber® (Biocare
Medical, CA, USA), a 95°C, por 10 minutos. Apos lavagens em tampao fosfato salino
(PBS) 0,1M, pH 7,4, as laminas histologicas foram imersas em 3% de peréxido de
hidrogénio, por 1 hora, para o bloqueio da peroxidase endégena. Em prosseguimento,
depois de lavagens em PBS, os cortes histologicos foram tratados com 3% de soro
albumina bovino por 12 horas, para bloqueio dos sitios inespecificos. Laminas
histologicas contendo amostras de todos 0s grupos experimentais foram submetidas
a incubacdo com um dos seguintes anticorpos primarios: rabbit anti-TNFa (orb11495
- Biorbyt, San Francisco, USA) and goat anti- IL-13 - SC 7884- Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Os anticorpos primarios foram diluidos em PBS
acrescido de 0,1% Triton X-100 (PBS-TX), durante 24 horas, em camara umida. Nas
etapas subsequentes empregou-se o Universal Dako Labeled (HRP) Streptavidin-
Biotin Kit® (Dako Laboratories, CA, USA). Apés lavagens, as seccoes histologicas
foram incubadas no anticorpo secundario biotinilado, durante 2 horas, lavadas, e
tratadas com estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz forte (HRP), por 1
hora. Depois de trés lavagens em PBS-TX se procedeu a revelagédo utilizando-se
como cromogeno o 3,3’- tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®,
Dako Laboratories, CA, USA). Ao término de uma série de lavagens em PBS, os cortes
histolégicos foram contracorados com hematoxilina de Harris.

A imunomarcacao foi definida como a de cor acastanhada presente
predominantemente na matriz extracelular e, em menor concentracdo, no
compartimento citosoélico das células. O TNFa e a IL-1p foram analisados no tecido
conjuntivo em contato com o material testado em uma area de 600 ym x 800 um e
com um aumento de 400x. Uma andlise semiquantitativa da marcacao imunolégica
foi realizada e o padrdo de marcacéo foi baseado no estudo de Martins et al. 2016:
Escore 0 - sem imunomarcacao (auséncia total de imunorreatividade); Escore 1 -
imunomarcagdo baixa; Escore 2 - imunomarcagdo moderada; Escore 3 -
Imunomarcagao alta. Para verificar a diferenca entre os materiais (MTA, Bio-C e
Controle) e entre os dias (7, 15, 30, 60 e 90), foi realizado o Teste de Kruskal Wallis
considerando o nivel de significancia de 5%. As analises foram realizadas no Software
R-verséo 3.5.2 (2018).
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5.1 ANALISE IN VITRO

Ao comparar 0 mesmo grupo nas diferentes diluicdes, a viabilidade celular
ndo foi afetada pelos extratos do Bio-C Pulpo e do MTA branco néo diluidos e diluidos
guando comparada ao grupo Controle. Somente no extrato ndo diluido (»1) em 48
horas o Bio-C Pulpo apresentou maior viabilidade que o MTA. Nas demais diluicbes e
periodos de analise a viabilidade celular do Bio-C Pulpo foi igual ou menor a do MTA.
Em 6 e 24 horas na diluicdo de %2 0 Bio-C Pulpo e MTA apresentaram maior viabilidade
celular comparado com as de 74 e 5. As 24 horas houve redugao na viabilidade celular
em % de MTA e Bio-C Pulpo comparando com ¥ MTA, em 6 e 24 horas o extrato ndo
diluido mostrou maior viabilidade celular comparado com ', Y4 e ', em 48 horas
mostrou reducao significativa em relacéo as outras diluigcdes. Bio-C Pulpo apresentou
maior viabilidade celular em 6 horas de 1 em relacédo a 2 e & €, em 24 horas, maior

comparado com %z, V4 e &, considerando o nivel de significancia de 5% (GRAFICO 1).



Gréfico 1 - Viabilidade celular dos diferentes materiais, nas diluicdes em diferentes periodos de
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Nota: Letras minUsculas iguais indicam néo diferenca estatistica entre os grupos em cada
tempo de analise (p>0,05); letras mailsculas iguais indicam ndo diferencga estatistica
entre cada grupo nos diferentes tempos de andlise (p>0,05).

Fonte: Da autora.

5.2 ANALISE IN VIVO
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Os cortes de porgdes do subcutaneo, contendo os implantes com os materiais
testados foram submetidos a andlise morfolégica e morfométrica para avaliar a

resposta inflamatéria.

5.2.1 Analise morfométrica de células inflamatérias

Ao analisar o mesmo material em diferentes periodos (TABELA 1), verificou-se
gue o grupo MTA aos 7, 15 e 30 dias apresentou resposta inflamatéria mais intensa
gue aos 60 e 90 dias, sendo que aos 90 dias houve menor resposta inflamatoria que
os demais periodos de analise (p<0,05). No Bio-C Pulpo, aos 7 e 15 dias verificou-se
0 maior numero de células inflamatdrias por area que nos demais periodos, aos 30
dias a resposta inflamatéria € maior que aos 60 e 90 dias (p<0,05). O Controle aos 7
dias apresentou a maior resposta inflamatéria que aos 15,30, 60 e 90 dias, que nao

diferem estatisticamente entre si (p<0,05).

Tabela 1 - Percentual de células inflamatérias/areapm? dos materiais em diferentes periodos.

Dia
Material 7 15 30 60 90 Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
MTA 0.169(32.4%)2 0.172(32.9%)2 0.093(17.8%)2 0.067(12.8%)2> 0.021(4.0%)°> 0.522(100%)
Bio-C 0.541(42.5%)2 0.440(34.6%)2 0.176(13.8%)> 0.086(6.8%)c 0.030(2.3%)° 1.273(100%)

Controle  0.215(56.2%)2 0.054(14.1%)> 0.076(19.9%)" 0.029(7.6%)" 0.009(2.3%)> 0.383(100%)

Nota: Letras iguais indicam néo diferencga estatistica entre os grupos em cada periodo de andlise
(p<0,05).

Fonte: Da autora

Comparando os diferentes materiais no mesmo periodo de andlise (TABELA
2), observamos que o grupo Bio-C Pulpo aos 7 dias e 30 dias obteve maior resposta
inflamatéria que os demais grupos (p<0,05). Aos 15 dias Bio-C Pulpo possui maior
namero de células inflamatérias que o MTA (p<0,05). Aos 60 dias foi constatada a
semelhanca na quantidade de células inflamatorias entre os grupos Bio-C Pulpo e
MTA (p>0,05) em que ambos obtiveram maior resposta inflamatoéria que o Controle
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(p<0,05). Aos 90 dias todos os materiais possuem resposta inflamatéria semelhante
(p>0,05). O MTA apresentou resposta inflamatéria semelhante ao Controle aos 7, 30

e 90 dias (p>0,05), apresentando maior resposta inflamatoria aos 15 e 60 dias

(p<0,05).

Tabela 2 — Percentual de células inflamatdrias/areapm? dos materiais no mesmo periodo.

Dia
Material 7 15 30 60 90
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
MTA 0.169(18,3%)2  0.172(25,8%)2 0.093(27,0%)  0.067(36,8%)*  0.021(35,0%)2
Bio-C 0.541(58,5%)°  0.440(66,1%) 0.176(51,0%)°  0.086(47,2%)2  0.030(50,0%)2
Controle  0.215(23,2%)%  0.054(8,1%)° 0.076(22,0%)2  0.029(16,0%)°  0.009(15,0%)a
Total 0.925(100%) 0.666(100%) 0.345(100%) 0.182(100%) 0.060(100%)

Nota: Letras iguais indicam néo diferenca estatistica entre cada grupo nos diferentes periodos (p<0,05).

Fonte: Do autor.

5.2.2 Analise morfologica de células inflamatorias

Ao analisar morfologicamente as laminas coradas em parafina, foi possivel
observar aos 7 dias em todos os grupos diversas células inflamatérias, em sua maior
parte neutrofilos, e grande quantidade de vasos sanguineos. Aos 15 dias o tecido
conjuntivo ainda apresentava inumeras ceélulas inflamatorias, principalmente
neutroéfilos na regido adjacente ao tubo. Aos 30 dias em todos os grupos observou-se
uma aparente reducdo do processo inflamatorio e presenca de fibroblastos situados
entre feixes de fibras colagenas. Nota-se aos 60 e 90 dias em todos 0s grupos um
tecido conjuntivo organizado exibindo diversos fibroblastos entre os varios feixes de
fibras colagenas, além de apresentar vasos sanguineos e poucas células inflamatorias

dispersas pelo tecido (FIGURA 5).



Figura 5: Fotomicrografias de por¢8es do subcutaneo contendo os implantes com os materiais
corados com HE

Legenda: Analise do infiltrado inflamatério, nos insets apresentam as células inflamatérias em zoom.
Fig. 3A- 3C (7 dias) os grupos Controle (A), MTA (B), Bio-C Pulpo (C), apresentam um tecido
conjuntivo (TC) adjacente aos tubos implantados, contendo vasos sanguineos (VS), numerosos
neutrdfilos (setas) e fibroblastos (Fb). Fig. 3D-3F (15 dias) Controle (D), MTA (E), Bio-C (F)
observa-se o aumento da quantidade de células inflamatérias (setas). Fig. 3G — 31 (30 dias)
Controle (G) MTA (H), Bio-C Pulpo (I) os tecidos apresentam fibroblastos (Fb) dispostos
entre os feixes de fibras coldgenas (Fc), presenca de vasos sanguineos (Vs) e menos células
inflamatorias. Fig. 3J — 3L (60 dias) Controle (J) MTA (K), Bio-C (L) observa-se a regressédo
do processo inflamatério, apresenta numerosos fibroblastos (Fb) nos feixes das fibras
colagenas(Fc) e vasos sanguineos (Vs). Fig. 3M-30 (90 dias) Controle (M), MTA (N), Bio-C
(O) nota-se numerosos fibroblastos (Fb) entre os feixes de fibras colagenas (Fc), vasos
sanguineos (Vs) e raras células inflamatérias (setas).

Fonte: Da autora.
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5.3 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA PARA DETECCAO DE CITOCINAS PRO
INFLAMATORIAS: TNF-a E INTERLEUCINA-1B.

Nos cortes dos implantes no subcutaneo submetidos as reacfes imuno-
histoquimicas para deteccdo de TNF-a (FIGURA 6) e IL-1B8 (FIGURA 7) em todos os
grupos foi possivel verificar principalmente a presenca de imunorreatividade nos
periodos iniciais analisados (7,15 e 30 dias), sendo que, aos 60 e 90 dias, as
imunomarcacgdes séo escassas e inespecificas.

Para as reacdes de TNF-a (TABELA 3), ao analisar os Grupos MTA e Bio-C
Pulpo nos diferentes periodos observamos diferenca estatistica aos 7, 15 e 30 dias
em gue apresentaram maior imunomarcac¢des que os demais periodos, sendo aos 60
dias houve imunomarcacdo moderada e aos 90 dias leve. JA o grupo Controle
apresentou imunorreatividade maior aos 7 e 15 dias, moderada aos 30 e 60 e leve
aos 90 dias.

Nas reactes de IL-1B (TABELA 5) o grupo MTA aos 7, 15 e 30 dias houve maior
imunomarcacao de células, aos 60 dias moderada e aos 90 dias leve. O Bio-C Pulpo
e 0 Grupo Controle apresentarem maior imunorreatividade aos 7 e 15 dias, seguida
de moderada marcacao aos 30 e 60 dias e leve aos 90 dias.

Ao analisar os diferentes materiais dentro do mesmo periodo ndo houve
diferenca estatistica entre as analises realizadas de TNF-a (TABELA 4) e IL-1B
(TABELA 6).

Tabela- 3 Percentual imunomarcacgédo para TNFa dos materiais em diferentes periodos.

Dia
Material 4 15 30 60 90 Total
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)

15
(24.59)2  14(22.95)* 14(22.95)* 10(16.39)® 8(13.11)°

BioC  15(23.43) 15(23.43)* 14(21.88) 12(18.75)® 8(12.50)» ©64(100.00)

Controle 16(24.62)2 15(23.08)° 14(21.54)® 12(18.46)® 8(12.31)> 65(100.00)
Nota: Letras iguais indicam néo diferenca estatistica do material nos diferentes

MTA 61 (100.00)

periodos (p<0,05).

Fonte: Da autora.



Tabela- 4 Percentual imunomarcacao para TNFa dos materiais no mesmo periodo.

Dia
Material 7 15 30 60 90
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
MTA 1532617 14(31.82)7  14(33.33)2  10(29.41)2  8(33.33)2
BioC 1532617  15(34.09  14(33.33)°  12(35.29)%  8(33.33)2
Controle 1634 78)2  15(34.09)2  14(33.33)2  12(35.29)@  8(33.33)%
Total  46(100.00)  44(100.00)  42(100.00)  34(100.00)  24(100.00)

Nota: Letras iguais indicam ndo diferenca estatistica entre cada grupo nos diferentes

periodos (p<0,05).

Fonte: Da autora.

Tabela- 5 Percentual imunomarcacao para IL-1B dos materiais em diferentes periodos.

Dia
Material 7 15 30 60 90 Total
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
MTA  1424.14)2 14(24.14)2  12(20.69)° w20 g(13.79)p 8(100.00)
BioC  14(26.42)2 12(22.64)* 12(22.64)® 9(16.98)* 6(11.32)> ©3(100.00)
Controle 15(28.07)2 13(22.81)2 12(21.05)® 9(15.79)® 7(12.28)> ©7(100.00)

Nota: Letras iguais indicam néo diferenca estatistica do material nos diferentes

periodos (p<0,05).

Fonte: Da autora.

Tabela- 6 Percentual imunomarcacao para IL-1B dos materiais no mesmo periodo.

Dia
Material 7 15 30 60 90
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
MTA 14(31.82)* 14(35.90)2 12(33.33)® 10(35.71)% 8(38.10)2
BioC 14(31.82)@ 12(30.77)2 12(33.33)% 9(32.14)2  6(28.57)2
Controle  16(36.36)* 13(33.33)2 12(33.33)® 9(32.14)%  7(33.33)°
Total 44(100.00) 39(100.00) 36(100.00) 28(100.00) 21(100.00)

Nota: Letras iguais indicam ndo diferenca estatistica entre cada grupo nos diferentes

periodos (p<0,05).

Fonte: Da autora.
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Figura 6 - Fotomicrografias de por¢des do subcutaneo contendo os implantes com os materais, as
quais foram submetidas a reacao imuno-histoquimica para detecgdo de TNF-a.
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Legenda: As setas indicam células imunorreativas & citocina. Nos insets A-C demosntram células
imunorreativas em zoom. Fig. 7A- 7C (7 dias) no Controle (A) MTA (B), Bio-C Pulpo (C)
observa-se imunomarcag8es superior aos demais periodos. Fig. 7D - 7F (15 dias) Controle
(D), MTA (E), Bio-C Pulpo (F) verifica-se forte imunorreagéo. Fig. 7G — 71 (30 dias) Controle
(G) MTA (H), Bio-C Pulpo (l) apresentam moderada imunomarcacéo e células inflamatérias.
Fig. 7J — 7L (60 dias) Controle (J) MTA (K), Bio-C Pulpo (L) verifica-se moderada
imunomarcagdes, poucas células inflamatérias e presenca de fibroblastos (FB). Fig. 7M-70
(90 dias) Controle (M), MTA (N), Bio-C Pulpo (O) apresentam raras imunomarcacdes para
TNF-a e numerosa presenca de fibroblastos.

Fonte: Da autora



Figura 7 - Fotomicrografias de por¢es do subcutédneo contendo os implantes com os materais, as quais
foram submetidas a reacdo imuno-histoquimica para deteccao de Interleucina-1p.
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Legenda: As setas indicam células imunorreativas a citocina e 0s insets demostras as mesmas em zoom.
Fig. 8A- 8C (7 dias) oControle (A), MTA (B), Bio-C Pulpo (C) exibem células inflamatorias e
numerosa imunomarcacao (setas). Fig. 8D - 8F (15 dias) Controle (D), MTA (E), Bio-C Pulpo (F)
apresentam imunorreatividade. Fig. 8G — 8l (30 dias Controle (G) MTA (H), Bio-C Pulpo (I) moderada
imunomarcacao pode ser observada. Fig. 8] — 8L (60 dias) Controle (J) MTA (K), Bio-C Pulpo (L),
algumas células inflamatérias (setas) estédo presentes no tecido conjuntivo. Fig. 8M-80 (90 dias)

Controle (M), MTA (N), Bio-C Pulpo (O), leve imunorreagéo e presenca de diversos fibroblastos (FB).
Fonte: Da autora.
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6 DISCUSSAO

A pulpotomia consiste na amputacdo da polpa coronaria e na preservagao do
tecido radicular remanescente, portanto, a fim de manter a vitalidade do tecido pulpar
e evitar alteracdes patoldgicas, a polpa vital exposta deve ser selada com material
biocompativel (OHKURA et al., 2017). Atualmente o MTA é considerado o material
de capeamento pulpar padrao ouro (TORABINEJAD; PARIROKH; DUMMER, 2018).

O MTA é um material ndo citotoxico que apresenta excelentes propriedades
biolégicas, possui a capacidade de induzir a formacao de tecido mineralizado, além
de promover a dentinogénese reparativa (CINTRA et al., 2017a; OHKURA et al.,
2017). Entretanto, o MTA é dificil de manipular e de inserir na cavidade, além de poder
causar descoloracdo dentaria (PARIROKH; TORABINEJAD, 2010; MARCIANO et al.,
2019).

Deste modo, o Bio-C Pulpo, € um material capeador a base de silicato de calcio
recentemente desenvolvido com o objetivo de superar algumas caracteristicas
indesejaveis dos materiais ja existentes no mercado. O silicato de célcio proporciona
ao material um comportamento bioativo e biointerativo, além disso, apresenta
excelentes propriedades fisicas, quimicas e biologicas (SILVA et al., 2013; GANDOLFI
et al., 2015).

Portanto, considerando a importancia das propriedades biolégicas dos
materiais que estardo em contato com os tecidos, este estudo avaliou a citotoxicidade
e a biocompatibilidade do material com indicacao para pulpotomia Bio—C Pulpo em
comparagdo com o MTA-branco, material comumente utilizado durante esse
tratamento.

Segundo a American Dental Association (1982) os testes de citotoxicidade com
uso de células sdo métodos aceitos para testar a biocompatibilidade dos materiais
dentarios. Diferentes tipos de células podem ser utilizados para testes in vitro, sendo
gue estas podem ser provenientes de linhas imortalizadas que oferecem a vantagem
de melhorar a reprodutibilidade dos resultados para uma avaliacdo primaria da
citotoxicidade. A linhagem de fibroblastos de rato L929 é recomendada pela 1SO
10993-5 e é das mais comumente utilizadas em estudos de biocompatibilidade
(WENDT; ZIEMIECKI; SPANGBERG, 1993; TORABINEJAD et al., 1995; OSORIO et
al., 1998; COHEN et al., 2000; SAIDON et al., 2003; HAGLUNG et al., 2003;
KOULAZIDOU et al., 2005; CARVALHO, 2005). Portanto, para realizar o teste de
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citotoxicidade foi utilizada a linhagem de fibroblastos L929, comparando a viabilidade
celular do Bio-C Pulpo com o MTA branco, sendo os resultados encontrados para

ambos os materiais semelhantes.

Diante dos resultados favoraveis nos diversos testes em que o MTA vem sendo
submetido, sua ampla utilizagdo vem confirmando a sua biocompatibilidade no
acompanhamento clinico e radiografico dos casos tratados (MAIN et al., 2004;
MENEZES et al. 2005; MIRANDA; MIRANDA, 2005; BRAMANTE et al., 2006).
Portanto o MTA foi o material de eleicdo para este estudo com o intuito de comparar
suas propriedades biolégicas com o novo material, Bio-C Pulpo. Segundo o
fabricante, O Bio-C Pulpo € um material com indicacdo para pulpotomia de dentes
deciduos e permanentes jovens que contém em sua formulacdo os componentes
semelhantes ao MTA com acréscimo de alguns componentes no pdé como 6xido de
zirconia que age como radiopacificador; fluoreto de calcio como fonte de flaor; 6xido
de silicio para controle da viscosidade e 6xido de ferro como agente de pigmentacao.
No liquido, além de agua destilada, foi inserido plastificante e cloreto de calcio que

age como acelerador de presa.

Um estudo recente em subcutadeno de ratos, avaliou a resposta inflamatoria e
a capacidade de induzir deposicdo de estruturas mineralizadas através da analise
imuno-histoquimica para osteocalcina (OCN), osteopontina (OPN) e sialoproteina
0ssea (BSP) do Bio - C Pulpo comparado com o MTA-Branco. Os autores concluiram
gue o Bio - C Pulpo é biocompativel e induz a imunomarcacdo de marcadores
osteogénicos como: OCN, OPN e BSP (COSME-SILVA et al., 2018). Os achados
morfolégicos deste atual estudo, suportados pela analise quantitativa das células
inflamatérias, corroboram com estes autores, indicando que o uso de Bio-C Pulpo é

biocompativel.

Diante dos resultados pode-se observar que aos 7 e 15 dias 0os materiais
causaram uma reacao inflamatéria mais intensa que nos demais periodos. Tais
achados s&o consistentes com investigagdes anteriores em que os autores afirmam
gue as reagdes nos primeiros periodos de andlise sdo consequéncia da inflamacéo
causada pelo contato dos materiais nos tecidos ou pelo trauma cirdrgico produzidos
durante a colocacgao dos tubos de polietileno (BUENO, et al., 2016; ECONOMIDES et
al., 1995; GOMES, et al, 2004). Além disso, a partir dos 30 dias, observou-se a
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reducdo evidente de células inflamatorias e presenca de diversos fibroblastos entre
os feixes de fibras colagenas, caracterizando a presenca de um tipico tecido
conjuntivo em organizacdo, sendo consistente com os achados de Cosme-Silva
(2018). Caso a inflamacéao persistisse deveria ser atribuida a toxicidade dos materiais
e ndo mais ao ato traumatico da implantagdo dos tubos (HAMMAD, HAMADA, AL-
OMARI, 2011). Estes resultados suportam a idéia de que os tubos de polietileno
constituem um modelo apropriado para a realizacdo de implantes a fim de investigar
as propriedades bioldgicas de materiais no subcutdaneo (TORNECK, 1996;
HOOLAND, et al. 1999; YALTIRIK, et al. 2004).

Quando em contato com o tecido o0 MTA promove um aumento do pH (12) e
liberacéo de calcio que induz a producao e a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias,
tais como a interleucina-1 e interleucina-6. Estas citocinas potencializam a acéo dos
neutrofilos, promovem a ativacdo da producgéo de prostaglandinas e a producéo de
enzimas proteoliticas (MASSI et al., 2011). Por isso, o pH alcalino e a liberacdo de
célcio promovem uma reacdao inflamatoria. No entanto, os ions de célcio reagem com
dioxido de carbono presente nos tecidos dando origem a cristais de calcita e entdo ha
a reducao no processo inflamatério (HOLLAND et al., 1999).

A progressdo da inflamacdo estd4 diretamente associada com o grau de
resposta do hospedeiro a substancias liberadas pelos materiais. Dependendo da
composicdo dos cimentos, todos os materiais podem induzir algumas vias de
sinalizacdo que estimulam a expressdo de citocinas pro inflamatérias e
prostaglandinas que estdo envolvidos na iniciacdo do processo inflamatorio (FRANZ
et al., 2011). Células imunes produzem e liberam citocinas e fatores de crescimento,
0S quais exercem um papel ativo na instalacéo e progressao do processo inflamatorio
(DA FONSECA et al.,, 2016; FRANZ et al.,, 2011). Especificamente para esta
investigacao, analisou-se a liberacéo das citocinas TNF-a e IL-1[3.

O TNF- a desempenha um papel importante na resposta ao dano tecidual ou
infeccdo promovendo inflamacao, recrutamento de linfécitos e mondcitos para locais
de infecgdo, estimulando as células endoteliais a expressar moléculas de adeséao,
induzindo quimiocinas e ativacédo dos neutroéfilos (PFEFFER, 2003). Através do TNF-
a, ocorre a dilatacdo e aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos,
provocando 0 extravasamento de leucocitos do sangue para a area infectada
(STASHENKO et al., 1987). O TNF-a é produzido por macréfagos. Além de produzir
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varias citocinas, esses macréfagos tém trés funcdes principais: apresentacdo de
antigenos, fagocitose e imunomodulacdo (HAHN & LIEWEHR, 2007). Os resultados
desta pesquisa mostraram forte imunomarcacao nos periodos iniciais de 7, 15 e 30
dias para TNF-a nos grupos BioC-Pulpo e MTA e moderada a leve nos periodos
subsequentes, em que foi verificado raras imuno-marcacfes para a citocina em
guestdo e numerosa presenca de fibroblastos.

A IL-1B é uma das mais importantes interleucinas a ser observada no estudo
do processo inflamatorio do tecido pulpar, ja que € responsavel por uma variedade de
acbes de mediacdo das respostas inflamatérias do hospedeiro, e € produzida e
liberada por diferentes células, sendo relatada na literatura sua acao no tecido pulpar
(D’'SOUZA et al., 1989; HOSOYA; MATSUSHIMA, 1997; LERTCHIRAKARN et al.,
1998; LU et al.,, 2002). A imunomarcacdo para esta citocina nesta pesquisa foi
semelhante entre os grupos BioC-Pulpo e Controle em todos os periodos de anélise,
apresentando maior imunorreatividade aos 7 e 15 dias, moderada aos 30 e 60 dias e
leve aos 90 dias. O grupo MTA apenas aos 30 dias apresentou imunomarcagcao maior
gue 0s outros grupos, corroborando com outros estudos (KOH, et al. 1997; KOH, et
al. 1998). Apesar de ser notada nos periodos iniciais maior imunomarcacao para a
interleucina, ao comparar 0s materiais com o0 grupo Controle ndo houveram
diferencas, sugerindo um efeito benéfico ndo agressor dos materiais estudados
corroborando com outro estudo sobre o MTA (SILVA; VIEIRA; SOBRINHO, 2008).
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7 CONCLUSAO

Os resultados dos testes in vitro e in vivo desta pesquisa, indicam que o
material estudado, Bio-C Pulpo, possui baixa citoxicidade e boa resposta inflamatéria.
Portanto, este material € biocompativel e pode ser utilizado em pulpotomia de dentes

deciduos e permanentes jovens.
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