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RESUMO

Materiais com biocompatibilidade e capacidade de biomineralizacdo para o sistema de canais
radiculares e tecidos periapicais sdo essenciais para um bom resultado do tratamento
endodontico. O objetivo do estudo foi comparar a reacdo tecidual e o potencial de
biomineralizacdo de dois cimentos a base de silicato tricalcico: Biodentine (BD) MTA branco
Angelus, em tecido subcutaneo de ratos. Foram utilizados 30 ratos machos Wistar, divididos
em 4 grupos. Os materiais foram implantados no tecido subcutaneo do dorso desses animais,
dentro de tubos de polietileno. Os grupos constituiram-se dos periodos experimentais
correspondentes a 15, 30 e 60 dias apdés o procedimento cirdrgico, quando foram
eutanasiados. A cada periodo os tecidos foram levados a analise histopatoldgica, e, a fim de
quantificar a resposta inflamatdria e avaliar possivel formacao de estruturas de mineralizacao
por meio do teste de Von Kossa, foram utilizados os tempos 30 e 60 dias. A quantificacdo das
citocinas IL-1p e IL- 8 por ELISA e gPCR para proteinas morfogenética 6ssea (BMP-2 e
BMP-4) e osteocalcina (OC) foram realizadas nos periodos de 30 e 60 dias. O grupo sham
mostrou discreta variacdo no perfil e na intensidade do infiltrado inflamatorio. O grupo
controle apresentou no dia 15 escore inflamatério significantemente superior ao grupo Sham.
Observou-se que BD mostrou resposta inflamatéria similar ao grupo sham, sem variacao
significante ao longo dos periodos experimentais. O grupo MTA apresentou aumento
significativo de um perfil inflamatério cronico no dia 30 com reducdo significante deste para
0 dia 60 quando comparado ao Sham. O tecido de granulagdo no grupo Sham n&o mostrou
variacdo significante em todos os periodos experimentais. Os grupos controle e BD foram
significantemente superior nos dias 15 e 30 quando comparados ao Sham com reducédo
significante no dia 60 quando comparado ao dia 15 . O grupo MTA ndo apresentou variagdo
significante em todos os tempos. Os grupos ndo apresentaram necrose ou material endocitado.
BD e MTA apresentaram areas de von kossa positiva significativas. BD e MTA apresentaram
aumento significativo para IL-1p quando comparado com grupo controle, e BD aumento
significativo para IL- 8, em ambos periodos. Na qPCR, a expressao dos genes para BMP- 2
foi significativa apenas para BD em ambos os periodos , BMP- 4 e OC apresentaram
significancia apenas para MTA, em ambos os periodos. Conclui-se que BD e MTA sao
biocompativeis, estimulam mineralizacdo, estimulando expressdo de genes osteogénicos.

Palavras-chave: MTA, Biodentine, biocompatibilidade, biomineralizagéo.



ABSTRACT

Materials with biocompatibility and biomineralization capacity for the root canal system and
periapical tissues are essential for a good outcome of endodontic treatment. The objective of
the study was to compare the tissue reaction and the biomineralization potential of a calcium
silicate cement: Biodentine (BD) and the White Mineral Trioxide Aggregate (MTA) in rat
subcutaneous tissue. Thirty male Wistar rats were divided into four groups. The materials
were implanted in the subcutaneous tissue of the back of these animals, inside polyethylene
tubes. The groups consisted of the experimental periods corresponding to 15, 30 and 60 days
after the surgical procedure, when they were euthanized. Tissues of 15, 30 and 60 days were
taken to the histopathological analysis and, in order to quantify the inflammatory response
and to evaluate possible formation of mineralization structures through the Von Kossa test,
times 30 and 60 days were used. Quantification of IL-1p and IL-8 cytokines by ELISA and
gPCR for bone morphogenetic proteins (BMP-2 and BMP-4) and osteocalcin were performed
at periods of 30 and 60 days. The sham group showed a slight variation in the profile and
intensity of the inflammatory infiltrate. The control group had significantly higher
inflammatory scores on day 15 than the Sham group. It was observed that BD showed similar
inflammatory response to the sham group, without significant variation throughout the
experimental periods. The MTA group presented a significant increase of a chronic
inflammatory profile at day 30 with a significant reduction of this to day 60 when compared
to Sham. The granulation tissue in the Sham group showed no significant variation in all
experimental periods. The control and BD groups were significantly higher on days 15 and 30
when compared to Sham with significant reduction on day 60 when compared to day 15. The
MTA group did not show significant variation at all times. The groups did not present
necrosis or endocytosed material. BD and MTA showed significant positive kossa areas. BD
and MTA showed significant increase for IL-1p when compared to control group, and BD
increased significantly for IL-8, in both periods. In gPCR, gene expression for BMP-2 was
significant only for BD in both periods, BMP-4 and OC were significant only for MTA, in
both periods. It is concluded that BD and MTA are biocompatible, stimulate mineralization,
stimulating expression of osteogenic genes.

Key words: MTA, Biodentine, biocompatibility, biomineralization.
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1. INTRODUCAO

O dente é um 6rgdo rico em tecido mineralizado, tendo como principal mineral a
hidroxiapatita. Sua estrutura € composta por polpa (tecido conjuntivo frouxo ricamente
vascularizado e inervado), dentina e esmalte (tecidos duros e avasculares). Esta envolto por
tecidos perirradiculares (periodonto) e encontra-se implantado no osso alveolar. Além disso,
estruturas de comunicacao e tabulos dentinarios fazem-se presentes permitindo que haja fluxo
de fluidos entre a dentina e a polpa.

As principais alteracBes patoldgicas que acometem a polpa e tecidos
perirradiculares podem ter etiologia inflamatdria ou infecciosa. Quando essas alteraces
possuem origem inflamatoria, uma resposta sera desencadeada, e sua intensidade ira variar de
acordo com o tipo de agressdo. Uma vez que a injuria rompe a integridade tecidual,
mecanismos de acdo serdo iniciados na tentativa de promover o reparo da area. Quando essas
alteragBes possuem origem infecciosa, bactérias podem promover danos aos tecidos
periapicais gerando uma resposta inflamatéria que pode provocar alteracdes patoldgicas,
podendo as bactérias serem oriundas do ligamento periodontal, da via sanguinea ou dos
tubulos dentinarios. Embora bactérias possam alcancar a polpa de varias maneiras, ainda
assim a carie dental € a via mais comumente observada na prética clinica. Portanto, a partir do
momento em que a carie se encontra em estagio avancado, comprometendo o tecido pulpar, a
difusdo dos produtos bacterianos através dos tlbulos dentinarios desencadeara um processo
inflamatorio que, se ndo interrompido, podera levar a necrose do tecido pulpar, sendo
necessario, portanto, realizar o tratamento endodéntico (DUDEJA, 2015).

O tratamento endoddntico tem por um dos principais objetivos promover limpeza
e modelagem do sistema de canais radiculares (SCR). Essas etapas visam remover todo o
tecido pulpar remanescente, fonte de proliferacdo de microorganismos e subprodutos, bem
como proporcionar um formato conico ao SCR, o que favorecera sua obturacdo tridimensional
(SCHILDER, 2006).

Na etapa final de obturacdo, faz-se necessario o preenchimento hermético do
SCR, de modo que o espaco do canal radicular esteja isolado de todas as vias de comunicacéo
entre o canal e o periodonto. Deste modo, 0s materiais obturadores devem promover
vedamento de toda a estrutura, prevenindo a entrada de microrganismos ou fluidos teciduais
para o interior do canal (NETO et al., 2007). Os cones de guta-percha sdo o material sélido de
escolha, principalmente por ndo causarem danos aos tecidos apicais e periapicais. Somente

estes materiais, porém, ndo sdo capazes de selar adequadamente o SCR, sendo necessario,



portanto, associa-los a algum tipo de cimento endoddntico, os quais tém a funcdo de
preencher os espacos existentes entre os cones de guta-percha e a parede do canal radicular
(WEIS et al., 2004, RAHIMI et al., 2009).

Os cimentos endodonticos podem ser classificados de acordo com a sua
composicéo, e, por se apresentarem em estado semi- solido, eles poderdo ter contato direto
com o forame apical ou com o tecido periapical circundante. Mesmo que seja uma area de
contato relativamente pequena, é importante que o material apresente boas carateristicas
bioldgicas, pois efeitos adversos locais sdo possiveis, e a incompatibilidade bioldgica podera
interferir ou impedir o processo de reparo da area, resultando no insucesso do tratamento
(GEURTSEN, 2001).

Nesse sentido, testes que avaliem a biocompatibilidade de materiais tém sido
cada vez mais realizados, pois, além de ndo gerar danos aos tecidos hospedeiros, esses
materiais devem estimular uma resposta celular e tecidual que induza a restitui¢ao estrutural e
funcional dos tecidos ou a sua reparacdo, sendo, portanto, considerado um dos requisitos
basicos na avaliacdo de um material obturador (PERARD et al., 2013).

Dentre a variedade de cimentos, tem-se destacado os materiais biocerdmicos, estes
que se apresentam principalmente como cimentos reparadores (DAMAS et al., 2011) e como
cimento obturador (HESS et al., 2011). Dos cimentos reparadores destacam-se aqueles a base
de silicato de célcio, que tém sido considerados de escolha tanto para o selamento de
comunicacfes entre a cavidade pulpar e a superficie externa do dente quanto para
retrobturacdo em cirurgias parendodonticas (LEE et al., 2004). Como exemplos desse grupo
de materiais podem ser incluidos 0 MTA (Agregado Tridxido Mineral) e o Biodentine (BD).

O MTA foi desenvolvido na década de 90 e atualmente é amplamente indicado
por apresentar bom selamento marginal e biocompatibilidade (HOLLAND et al., 2001)
quando comparado a outros materiais existentes no mercado. Apresenta-se em duas opcoes,
cinza e branco, que se diferenciam pela auséncia de ferro e menores quantidades de aluminio
e magnésio no MTA branco. E composto por silicato tricalcico, silicato dicalcico, aluminato
tricalcico, aluminoferrite de tetracélcico, sulfato de célcio, 6xido de bismuto, 6xido de célcio,
oOxido de silicio e oxido de aluminio.

Quanto a sua aplicabilidade clinica é considerado o produto de escolha em casos
de reabsor¢do dentinaria, perfuragdes, dentes com rizogénese incompleta e capeamento pulpar
(TANOMARU-FILHO et al., 2009). Apesar de 0 MTA apresentar propriedades ideais de um
material reparador, a presenca de metais pesados em sua composi¢cdo vem sendo vista como

problema. Alguns estudos confirmaram que os niveis de arsénio sdo maiores que o limite



seguro especificado pela norma 1SO 9917-1 de 2007 (SCHEMBRI et al., 2010). Além disso,
ha evidéncias de que o 6xido de bismuto compromete a estética por promover escurecimento
na estrutura dentaria, bem como interfere no mecanismo de hidratacéo, promovendo falhas na
microestrutura (CAMILLERI, 2007). Como consequéncia, hd& um aumento na porosidade,
resultando na diminuicdo da resisténcia do material (COOSMARAWAMY et al., 2007).

O Biodentine é um cimento bioativo a base de silicato de célcio que apresenta
propriedades mecanicas semelhantes a dentina e pode ser utilizado tanto na coroa quanto na
raiz, por ndo causar escurecimento. Apresenta em sua composi¢do o silicato tricalcico em
substituicdo ao cimento Portland, fator que permite um melhor controle sobre as impurezas.
Suas indicacOes sdo semelhantes as do MTA, e, por apresentar essa similaridade, foi langado
comercialmente como uma opc¢do a seu emprego. Quanto a sua composicdo, seu po é
constituido fundamentalmente de silicato de tricélcico, silicato dicalcico, carbonato de célcio,
Oxido de zirconio e dxido de ferro, de cor branca e hidrofilico. O liquido é composto por
cloreto de célcio e polimero hidrossoluvel (FORMOSA et al., 2012).

Apesar de ser um material promissor, sdo necessarios mais estudos avaliando as
suas caracteristicas e, quanto a sua biocompatibilidade, ha poucos relatos sugerindo essa
propriedade. Ainda ndo se sabe, porém, os possiveis eventos celulares e moleculares que
modulam o reparo tecidual proporcionado para este material (LAURENT et al., 2012;
ZANINI et al., 2012).

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. MTA (Agregado de Trioxido Mineral)

O MTA tornou-se um dos materiais de referéncia para o tratamento de
perfuracbes, capeamento pulpar e obturacdo retrégrada em funcdo de sua capacidade de
induzir a formacao de tecido mineralizado.

Apresenta como principais caracteristicas boa radiopacidade, baixa solubilidade,
pH elevado e capacidade de expansdo durante a presa. O MTA também é biocompativel e
possui atividade antimicrobiana. Além disso, aumenta a expressdo do colageno tipo I,
osteocalcina em osteoblastos, estimula a producéo de proteina morfogenética tipo- 2 (BMP-2)
e a expressdo de fosfatase alcalina (MORI et al., 2014).

Torabinejad et al., em 1995, compararam a reagéo tecidual dos cimentos MTA e
Super EBA (Acido Etoxi Benzoico) por meio de implantes subcutianeos. Foram
confeccionadas lojas 6sseas nas mandibulas de sete animais. Os dois materiais testados foram

colocados em tubos de teflon e implantados nas lojas de seis animais. No sétimo animal, as



lojas intradsseas foram mantidas vazias, servindo como controle negativo. Passados dois
meses, 0s tecidos foram coletados e levados para analise. Os resultados obtidos mostraram
que o MTA proporcionou uma resposta inflamatéria mais discreta que o Super EBA. As
amostras do MTA mostraram a presenca de tecido 6sseo adjacente a area do implante. Tanto
0 MTA quanto o Super EBA, entretanto, foram considerados biocompativeis.

Koh et al. (1988)compararam a resposta celular frente ao MTA e IRM (Material
Restaurador Provisorio) em uma cultura de osteoblastos da linhagem celular MGG63,
estudando a citomorfologia, bem como a producdo de citocinas que, de acordo com 0s
autores, estd relacionada com fases de formacgdo dssea. Além disso, esse estudo tentou
esclarecer o mecanismo pelo qual o MTA parece induzir o processo de cementogénese. O
teste ELISA mostrou niveis elevados de interleucinas, independente do periodo de tempo,
quando na presenca do MTA. Entretanto, quando as células cresciam sozinhas ou na presenca
do IRM, os niveis dessas interleucinas nao foram detectados. Desse modo, concluiu-se que o
MTA funciona como substrato bioldgico para células dsseas.

Em 2001, Holland et al. realizaram estudo com tubos de dentina preenchidos com
MTA, Cimento Portland ou hidroxido de calcio, implantados no tecido subcutaneo dos ratos.
Apos 7 e 30 dias os animais foram sacrificados, e 0s espécimes levados para analise em
microscopio de luz polarizada e técnica de Von Kossa, que identifica mineralizacdo tecidual.
Os resultados foram semelhantes para os trés materiais testados. Aos 7 dias, os implantes
resultaram em uma reacao inflamatoria leve a moderada, se comparada aos 30 dias que foi
considerada discreta. Diante disso, pode-se concluir que 0 mecanismo de acdo desses trés
materiais parecem ser semelhantes.

Foi realizado também um estudo investigando os efeitos do MTA em relacdo ao
crescimento de cementoblastos e a producdo de osteocalcina, por meio de uma cultura de
células. Para isso, Thompson et al. (2003), realizaram marcacfes de proteinas especificas
para mineralizacdo, que foram: colageno tipo I, fosfatase alcalina, osteocalcina e sialoproteina
6ssea. Apds manipulacdo e incubacdo por 24h, o MTA foi colocado em contato com 0s
cementoblastos, e feita nova incubacdo por 7 e 12 dias. Os resultados mostraram que houve
formacdo de osteocalcina e que, dessa forma, 0 MTA possui capacidade na producdo de
matriz mineralizada por cementoblastos.

Motta et al., em 2003, avaliaram a resposta tecidual subcutanea de ratos por meio
da implantacdo de tubos de polietileno preenchidos com MTA e pasta Calen, pasta radiopaca
a base de hidroxido de Célcio, e, como controle, foram utilizados tubos vazios. Apos 7, 14 e

30 dias, os animais foram sacrificados, e os tecidos removidos para analise. As amostras



foram coradas para HE (Hematoxilina e Eosina) e VVon Kossa. Foi observada no grupo da
pasta Calen presenca de reacdo inflamatoria severa ao 7 e aos 14 dias, enquanto que aos 30
dias houve reducao, sendo classificada como leve. Além disso, foram observadas areas Von
Kossa positivas. J& no grupo MTA, aos 7 dias, notou-se infiltrado inflamatério moderado e,
aos 14 dias, menor extensdo de reacdo inflamatdria foi observada, mas ainda considerada
moderada. Aos 30 dias a reacdo inflamatoria foi classificada como leve. Com bases nesses
resultados, ambos os materiais apresentaram pequena reacao inflamatdria. Somente a pasta
Calen apresentou areas basofilicas calcificadas.

Morais et al. (2006) avaliaram a biocompatibilidade do MTA (ProRoot) e do
cimento de Portland acrescido de iodoférmio por meio de implantes de tubos de polietileno
preenchido com os materiais em tecido subcutaneo. Utilizaram-se dezoito ratos Wistar e, apds
0 procedimento de implantacdo, os tecidos foram analisados por 7, 30 e 60 dias.
Posteriormente, os animais foram sacrificados, e seus tecidos coletados para analise. Aos 7
dias o grupo do cimento de Portland acrescido de iodoférmio foi o que apresentou menor
reacdo inflamatéria. Apos os 30 dias, as amostras de MTA apresentaram areas sugestivas de
calcificacdo distrofica. Ja no periodo de 60 dias, observou-se reparo na area de tecido
conjuntivo no grupo controle, nos espécimes de MTA e cimento de Portland, e verificou-se
reacdo inflamatéria moderada, porém a capsula do grupo de Cimento de Portland se
apresentou mais organizada. De acordo com o estudo, pode-se concluir que os trés materiais
ndo tiveram diferencas significativas.

A fim de avaliar a resposta inflamatoria e capacidade de neoformacgédo 6ssea em
alveolo de ratos, Cintra et al., em 2006, implantaram tubos de polietileno, preenchidos com
MTA e MBPc (cimento endoddntico experimental a base de hidréxido de calcio - USP), e
alguns tubos vazios como controle. Foram extraidos 0s incisivos centrais superiores e
implantados os tubos nos alvéolos. Aos 7, 15 e 30 dias apos a realizacdo do procedimento, 0s
animais foram sacrificados, e os tecidos levados para andlise microscépica. No periodo
experimental de 7 dias, o0 MTA apresentou areas necroticas, e, aos 15 e 30 dias, areas de
mineralizacdo foram observadas. Similarmente, o MBPc, nos periodos de 7 e 15 dias,
apresentou leve infiltrado inflamatorio. Aos 30 dias foi observada neoformacao 6ssea, porém
o reparo alveolar ndo foi completo. Os resultados obtidos demonstraram que os dois materiais

apresentaram comportamento biolégico semelhante.
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2.2. Biodentine

Atualmente disponivel no mercado, o Biodentine é comercializado como um
'substituto de dentina ‘bioativo’. Trata-se de um cimento a base de silicato tricalcico sintético
(PAWAR et al., 2013). A tecnologia com que é produzida resulta em silicato tricalcico, um
composto livre de impureza metalica (SEPTODONT, 2014).

E composto por uma cépsula (p6) e uma pipeta (liquido). O pd é constituido por
silicato tricalcico, silicato dicélcico, Oxido de ferro (corante), Oxido de zirconio
(radiopacificador) e dois materiais de enchimento, carbonato de célcio e 6xido de célcio.

Dos estudos realizados com BD, ainda existem poucos em subcuténeo de ratos, e
esses em sua maioria avaliam apenas a reacdo inflamatdria, tornando-se necessario maior
investigacao sobre os mediadores quimicos que podem estar relacionados a fim de promover
melhor reparo tecidual.

Em 2014, foi realizado um estudo a fim de avaliar a biocompatibilidade de trés
cimentos endoddnticos, MTA, Oxido de zinco e eugenol (OZE) e Biodentine em tecido
subcutaneo de ratos. Para isso, Mori et al. (2014) utilizaram 15 ratos machos Wistar, nos
quais foram realizadas incisdes na regido dorsal, e tubos de polietileno contendo os
respectivos cimentos foram inseridos separadamente no tecido subcutaneo, além de um tubo
vazio (grupo controle). Apo6s 7, 14 e 30 dias os animais foram sacrificados, e as amostras
levadas para analise histopatoldgica. Observou-se que, aos 7 dias, 0 processo inflamatério foi
moderado quando em contato com o BD, no entanto, aos 14 e 30 dias o processo inflamatorio
se mostrou leve ou ndo significativo. Nas amostras de MTA foram observadas poucas células
inflamatdrias durante os periodos analisados. Ja nos espécimes de OZE, aos 7 dias, células
inflamatorias estavam ausentes, enquanto que, aos 14 e 30 dias o processo inflamatério foi
classificado como grave ou moderado. Desse modo, concluiu-se que o BD foi biocompativel.

Laurent et al., em 2012, realizaram um estudo na tentativa de avaliar a capacidade
do Biodentine induzir a sintese de dentina reparadora e investigar a sua capacidade de
modular a secre¢do de fator de Crescimento Transformador-beta (TGF-B1) por células da
polpa. Para isso, o BD foi aplicado diretamente sobre a polpa dentaria em um modelo de
cultura de dente humano. Apos os periodos de cultura, foi analisada a interacdo do material
com a polpa dentaria em seccdes de tecido. O efeito de aumentar a &rea de superficie do
material sobre a secregdo de TGF-B1 foi investigado em culturas de células em membrana de
celulose e comparada com a de MTA, hidréxido de célcio e resina adesiva Xeno®IIl. Apos a

realizacdo de lesdes artificiais em culturas de células de celulose, os materiais foram
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adicionados durante 24 h e, em seguida, a secrecdo de TGF-B1 Fator de Crescimento
Transformador-beta) foi quantificada por ELISA. Como resultados, os autores concluiram que
0 BD induziu a formacao de focos mineralizados logo apos sua aplicagdo. A mineralizacao
apareceu sob a forma de osteodentina e expressou marcadores de odontoblastos. Além disso, a
secrecdo de TGF-B1 a partir de células de celulose aumentou significativamente.

Em um estudo realizado por Guneser et al., em 2013, avaliaram a resisténcia de unido
push- out dos seguintes materiais: Biodentine, ProRoot MTA, améalgama, Dyract AP (tipo de
cimento de ibnomero de vidro) e IRM. Para isso, confeccionaram discos de dentina com 1
mm de espessura, 0s quais eram imersos em diferentes solugdes irrigadoras (Hipoclorito de
sodio a 3,5%, Gluconato de clorexidina a 2% (CHX), ou solucdo salina por 30 minutos.
Nenhuma irrigacdo foi realizada nos controles, e uma bolinha de algoddo Umida foi colocada
por cima de cada material teste. Apds incubacdo durante 48 horas, a resisténcia ao
desalojamento das amostras foi medido usando uma maéaquina de ensaio universal. As
amostras foram examinadas sob um microscopio para determinar a natureza das falhas de
adesdo. O Biodentine apresentou maior resisténcia de unido push-out do que o MTA. A
resisténcia de unido push-out de Dyract AP, amalgama, IRM, e Biodentine ndo foi
significativamente diferente quando imerso em hipoclorito de sodio, CHX e soluges salinas,
enquanto MTA perdeu forga quando expostos a CHX. Portanto, Biodentine apresentou
desempenho consideravel como um material de reparo em caso de perfuracbes mesmo depois
de exposto a varios irrigantes, sendo que o MTA apresentou a menor resisténcia de uniao
push-out a dentina radicular.

KIM et al., 2016, realizaram um estudo com 18 ratos, em que cavidades dentarias
foram preparadas, e a polpa coberta por ProRoot MTA, Biodentine e BioAggregate. Os
espécimes foram analisados atraveés de tomografia (micro CT) e imunohistoquimica para
detectar sialoproteina de dentina. Como resultados, obteve-se que o ProRoot MTA e o
Biodentine apresentaram significativa formacdo de tecido duro, além de este ultimo formar
um tecido mais duro, espesso e homogéneo. Chegou-se a conclusdo que tanto o BD quanto o
BioAggregate podem ser considerados como alternativa ao ProRoot MTA, que tem a

desvantagem de manchamento dental.

2.3. Biomineralizacdo: Proteina Morfogenética Ossea (BMP) e Osteocalcina (OC).

Apesar de haver muitos estudos laboratoriais acerca dos materiais a base de
silicato de calcio, ainda sdo necessarios mais estudos sobre a sua bioatividade e

biomineralizacéo.
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Estudos j& foram realizados com implantes em subcutdneo. Um deles utilizou
MTA em modelos animais e detectou a formacao de uma area Von Kossa positiva, indicativa
da mineralizacdo (HOLLAND et al., 1999; GOMES-FILHO et al., 2008), apoiando a visdo de
que os materiais a base de silicato de calcio promovem biomineralizacdo quando em contato
com o tecido conjuntivo.

Estudo recente realizado por Hinata et al. (2017) avaliou as habilidades de trés
materiais a base de silicato de célcio para produzir precipitados de apatita, apds serem
implantados em tecido subcutdneo de ratos. Eles perceberam que os precipitados foram
provavelmente produzidos pela interagdo dos ions célcio liberados dos materiais com ions
fosfato presente nos fluidos corporais, contribuindo para a formacéo de fosfato de calcio nas
superficies interfaciais dos materiais. Nesse estudo, uma area rica em Ca*" e PO, foi
detectada ao longo da interface material-tecido, sendo indicativo de biomineralizacdo em
todas as amostras. Esses achados sugerem que todos os materiais foram bioativos e causaram
biomineralizagdo in vivo, embora o grau dessas atividades tenha parecido diferir entre os
materiais.

Na tentativa de melhor identificar a formacdo de &reas com presenca de
mineralizacdo, buscou-se associar possiveis proteinas que possam estar envolvidas nesse
processo. Dentre o0s varios marcadores 0sseos, destacam-se as BMPs (Proteinas
Morfogenéticas Osseas). Ja foram identificadas mais de 20 proteinas pertencentes a esta
familia desde a sua descoberta na década de 1960 até os dias atuais. Estas, por sua vez, sao
fatores de crescimento multifuncionais que se incluem na superfamilia TGF-f envolvidos na
regulacdo da proliferacdo celular, diferenciagdo e apoptose. Além disso, podem exercer
diferentes fungdes conforme sejam as circunstancias espaciais e temporais (KIM et al., 2011).

As pesquisas biomoleculares comecaram a buscar inicialmente a capacidade que
essas proteinas possuem de induzir a formacdo de novo 0sso e cartilagem heterotopicos e
ortotopicos, ou seja, 0 potencial de criar tecidos em locais nos quais normalmente estes ndo
existem. Desta forma, foi verificada a possivel formacao de novo 0sso e cartilagem ectdpicos,
apos a sua implantacdo subcutanea (CHENARD et al., 2012).

Rodrigues et al. (2017) avaliaram o efeito do MTA e do Biodentine na
viabilidade, diferenciacdo osteogénica e expressao de BMP-2 em cultura de células
osteogénicas. Constataram que 0s materiais destacaram-se pela capacidade de induzir BMP-2.
Em estudo anterior foi visto que o MTA poderia induzir a expressdo do gene BMP-2 e
calcificacdo em células de ligamento periodontal humano (MAEDA et al., 2010). A avaliacdo

da expressao de RNAmM de BMP-2 em células expostas ao Biodentine, porém, ainda ndo havia
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sido relatada na literatura. Com isso, concluiram que tanto o MTA quanto o Biodentine
mostraram biocompatibilidade e bioatividade sobre a expressdo de BMP-2. Embora, 0
Biodentine tenha apresentado um efeito significativamente maior na mineralizacdo do que o
MTA.

Atualmente, a implantagdo de BMP-2 no organismo pode ser realizada por meio
de uma matriz que promove uma taxa de liberacdo previsivel e continua desta proteina
morfogenética. Para isso, utilizaram como matriz uma esponja de colageno absorvivel com
concentracOes apropriadas da BMP (especificamente da BMP-2 humana sintetizada por meio
de tecnologia recombinante, ou rhBMP-2) que, posteriormente, foi implantada no organismo
hospedeiro, onde este seria capaz de induzir a formacdo de tecido désseo no sitio de
implantacdo. Ao avaliar radiograficamente esse 0sso, biomecanicamente e histologicamente,
confirmou-se que se comporta como 0sso nativo (OLIVEIRA et al., 2011).

Herford em 2011, realizou um estudo realizado em pacientes com grandes
defeitos mandibulares que necessitavam de reconstrucfes 0sseas e reabilitagdo protética.
Avaliaram a utilizacdo de rhBPM-2 (proteina morfogenética dssea recombinante tipo 2). Nas
intervencdes, utilizaram métodos de estabilizacdo e manutencdo de espaco do defeito, apesar
de n&o utilizarem qualquer tipo de material de enxerto 6sseo adicional. Em todos os pacientes,
obteve-se resolucdo do defeito de continuidade, clinicamente e radiograficamente, e, apds 6
meses, todas as lesdes foram substituidas por o0sso mineralizado em 68% do volume
(HERFORD et al., 2011).

Outra proteina importante relacionada a formacdo 0ssea é a Osteocalcina (OC).
OWEN et al., 1990 afirmaram que o aparecimento e o aumento de producdo da proteina sao
coincidentes com o inicio do processo de mineralizacdo. A OC é uma proteina secretada pelos
osteoblastos maduros, condrécitos hipertrofiados e odontoblastos. Uma de suas funcgdes esta
relacionada a ligacao do calcio a matriz 0ssea, por isso, pode ser utilizada como um marcador
biogquimico da formacdo dssea. O papel exato desta proteina na remodelacdo Ossea ainda
necessita de mais estudos, no entanto, mostrou-se como uma via importante da ativacdo da

formacdo Gssea através do seu efeito sobre os osteoblastos (HAN et al., 2008).

2.4. Biocompatibilidade e resposta inflamatdéria

A biocompatibilidade é definida como a capacidade de um material funcionar em
uma aplicacdo especifica na presenca de uma resposta apropriada do hospedeiro

(WILLIAMS, 1987). E de fundamental importancia que os materiais odontol6gicos
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apresentem biocompatibilidade para que reagdes inflamatorias significativas sejam evitadas a
fim de permitir o reparo.

Na endodontia os materiais podem ser utilizados desde a protecdo da polpa até o
selamento dos canais radiculares. Assim, a compatibilidade biolégica é uma das propriedades
mais importantes dos cimentos endodoénticos, visto que 0s componentes toxicos podem entrar
em contato com tecidos adjacentes e induzir irritagdo (SOUZA et al., 2006).

Foi verificado que materiais em intimo contato com tecidos vivos sdo irritantes,
porém, segundo Shahi et al. (2006), mais importante do que o potencial irritante dos materiais
é a duracdo deste efeito sobre os tecidos aos quais sdo aplicados. Assim, um material que
permite uma reducdo na resposta inflamatéria ao longo do tempo pode ser considerado
biocompativel, como, por exemplo, o hidréxido de célcio, que é rotineiramente usado durante
tratamento endodontico, promovendo uma resposta inflamatoria inicial quando em contato
com os tecidos, e, ap6s alguns dias, o processo inflamatério torna-se ndo significativo e ha
reparacdo da area tratada (HAUMAN & LOVE, 2003).

Yaltirik et al. (2004) relataram a ocorréncia de um processo inflamatorio crénico
promovido pelo MTA 60 dias ap6s a implantacdo subcutanea do material. Entretanto, a
biocompatibilidade do MTA pode ser atribuida a formacdo de precipitados superficiais
contendo fosfato de calcio amorfo e/ou carbonato de apatita quando em contato com soluges
contendo fosfato (HINATA et al., 2017). Estas reacdes envolvem a interagdo de ions Ca*™" do
MTA com os fosfatos.

Ao comparar a biocompatibilidade de dois cimentos, Endobider e MTA, foi
verificado que, 30 dias ap6s a implantacdo subcutdnea, todos os cimentos testados
apresentaram, no maximo, uma reacdo inflamatoria discreta. Além disso, o infiltrado de
células polimorfas e mononucleares apresentou reducdo significante em comparacdo com o
periodo inicial de anélise (GARCIA et al., 2014).

Em uma andlise in vivo, foi relatado que o Biodentine apresentou maior nimero
de células inflamatérias e células imunomarcadas com interleucina-6 (IL-6) em comparagao
com MTA aos 7 e 15 dias, no entanto, esta reacao revelou uma reducéo gradual e significativa
da imunoexpressdo de IL-6, nas capsulas adjacentes ao Biodentine de 7 a 60 dias,
confirmando o conceito de biocompatibilidade do Biodentine (FONSECA et al., 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a resposta tecidual os mecanismos inflamatérios envolvidos no processo
de reparo, bem como analisar as caracteristicas de biocompatibilidade e o potencial de
biomineralizacdo apresentadas pelo MTA branco (Angelus) e pelo Biodentine (Septodont) no
tecido subcutaneo dos ratos.

3.2. Objetivos especificos

a. Avaliar a resposta inflamatéria tecidual através de analises histopatolégicas do tecido
adjacente a capsula contendo os materiais implantados no tecido subcutaneo, nos periodos de
15, 30 e 60 dias;

b. Detectar pela técnica de Von Kossa estruturas de mineralizacdo onde possa ter uma
possivel precipitacdo de fosfato de célcio no tecido adjacente ao material implantado, nos
periodos 30 e 60 dias;

c. Quantificar por ELISA os niveis de citocinas IL-1p e IL-8 nos tecidos adjacentes aos
materiais implantados apos o periodo de 30 e 60 dias;

d. Quantificar por meio de PCR a expressdo dos genes para as proteinas BMP-2, BMP-4 e

osteocalcina envolvidas no processo de formacdo 6ssea ap6s um periodo de 30 e 60 dias.
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4. HIPOTESE

Tendo em vista que o BD € um cimento desenvolvido recentemente, e até entdo
tem apresentado caracteristicas que superam as do MTA, principalmente quanto a pureza dos
seus compostos, torna-se importante realizar um estudo para a comprovacédo da efetividade
das suas propriedades bioldgicas, visto que o BD apresenta potencial de promover um
processo de mineralizacdo e estimular a proliferacdo celular e diferenciacdo (ZANINI et al.,
2012; LAURENT et al.,, 2012; TRAN et al., 2012). Faz-se necessario, portanto,
compreender os fatores fisioldgicos envolvidos na sua relagdo com o perfil inflamatorio,

citocinas e expressdo genética para proteinas participantes do processo de mineralizagao.
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5. CAPITULO 1

Dissertacdo baseada no Regimento Interno do Programa de Po6s-Graduacdo da
Universidade Federal do Ceard que regulamenta o formato alternativo para trabalhos de
conclusdo de Mestrado (Dissertacfes) e permite a insercdo de artigo cientifico de autoria ou
coautoria do candidato. Desta forma, a presente Dissertacdo é composta por um artigo

cientifico redigido de acordo com as normas estabelecidas pela revista cientifica escolhida.

5.1. Capitulo 1 “Potencial de biomineralizacdo e biocompatibilidade de dois cimentos
endodonticos - estudo em tecido subcutaneo de ratos.” com titulo sugerido em Inglés
“Potential of biomineralization and biocompatibility of two endodontic cements - study in
subcutaneous tissue of rats”. Este artigo seguiu as normas de publicacdo do periodico-
International Endodontic Journal ( ISSN 1365-2591).
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RESUMO

Introducéo: Avaliou-se a reacdo tecidual ocasionada pela implantacdo subcuténea de ratos,
dos cimentos Biodentine (BD) e Agregado Trioxido Mineral branco (MTA) quanto ao perfil e
intensidade inflamatdria, tecido de granulacdo, fibrose e calcificagdo distrofica. Identificar
pela técnica de von kossa estruturas mineralizadas. Quantificou-se por ELISA as citocinas IL-
1B e IL- 8, por qPCR o RNAm para proteinas morfogenética 6ssea (BMP- 2, BMP- 4) e
Osteocalcina (OC). Materiais e métodos: Foram utilizados 30 ratos machos Wistar. Os
materiais foram implantados em tubos de polietileno no tecido subcutaneo desses animais nos
periodos experimentais de 15, 30 e 60 dias, e posteriormente os animais foram eutanasiados.
Resultados: O grupo sham mostrou apenas discreta variacdo no perfil e na intensidade do
infiltrado inflamatério. O grupo controle apresentou no dia 15 escore inflamatério
significantemente superior ao grupo sham. Observou-se que BD mostrou resposta
inflamatoria similar ao grupo sham, sem variacdo significante ao longo dos periodos
experimentais. O grupo MTA apresentou aumento significativo de um perfil inflamatério
crénico no dia 30 com reducdo significante deste para o dia 60 quando comparado ao Sham.
O tecido de granulacdo no grupo sham ndo mostrou variacdo significante em todos 0s
periodos experimentais. Os grupos controle e BD foram significantemente superior nos dias
15 e 30 quando comparados ao sham com reducdo significante no dia 60 quando comparado
ao dia 15 . O grupo MTA nao apresentou variagdo significante em todos os tempos. Nenhum
grupo apresentou necrose ou material endocitado. BD e MTA apresentaram &reas de von
kossa positiva. BD e MTA apresentaram aumento significativo para IL-1 quando comparado
com grupo controle, e BD aumento significativo para IL- 8, em ambos periodos. Na qPCR, a
expressao dos genes para BMP- 2 foi significativa apenas para BD em ambos 0s periodos ,
BMP- 4 e OC apresentaram significancia apenas para MTA, em ambos 0s periodos.
Concluséo: BD e MTA sdo biocompativeis, estimulam mineralizacéo, estimulando expressdo

de genes osteogénicos.

Palavras-chave: MTA, Biodentine, biocompatibilidade, biomineralizagéo.
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ABSTRACT

Introduction: A tissue reaction caused by the subcutaneous implantation of rats,
Biodentine(BD) and White Mineral Trioxide Aggregate (MTA) over time and inflammatory
intensity, granulation tissue, fibrosis and dystrophic calcification were marry. To identify
mineralized structures in the von kossa technique. It was quantified by ELISA as IL-1p and
IL-8 cytokines, by gPCR or mRNA for bone morphogenetic proteins (BMP-2, BMP-4) and
Osteocalcin (OC). Materials and methods: Thirty male Wistar rats were used. The materials
were implanted in polyethylene tubes in the subcutaneous animal in the experiments of 15, 30
and 60 days, and later in animals were euthanized. Results:The sham group only showed
slight variation in the profile and intensity of the infiltrate infiltrate. The control group had a
day 15 that was significantly higher than the sham group. It was observed that BD presented
similar response to the sham group, without significant variation throughout the experimental
periods. The MTA group presented a significant increase in a chronic risk profile at day 30
with a significant reduction at day 60 when compared to sham. The granulation tissue in the
sham group was not evaluated in all experimental aspects. The control and BD groups were
significantly higher on days 15 and 30 when compared with the control group. The MTA
group was not presented with significance at all times. No group presented necrosis or
endocytosis. BD and MTA - areas of positive kossa law. BD and MTAs are a significant
increase for IL-1p as compared to the control, and BD increases significantly for IL-8 in both
areas. In qPCR, an expression of the genes for BMP-2 was significant only for BD in both
periods, BMP-4 and OC meant only for MTA in both periods. Conclusion: BD and MTA are

biocompatible, stimulating the mineralization, stimulating the expression of osteogenic genes.

Key words: MTA, Biodentine, biocompatibility, biomineralization.
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Introducéo

Os cimentos endoddnticos podem ser classificados de acordo com a sua
composicdo, e, por se apresentarem em estado semi-sélido, eles poderdo ter contato direto
com o forame apical ou com o tecido periapical circundante. Mesmo que seja uma area de
contato relativamente pequena, é importante que o material apresente boas carateristicas
bioldgicas, pois efeitos adversos locais sdo possiveis, e a incompatibilidade bioldgica podera
interferir ou impedir o processo de reparo da area, resultando no insucesso do tratamento
(GEURTSEN, 2001).

Nesse sentido, testes que avaliem a biocompatibilidade de materiais tém sido cada
vez mais realizados, pois além de ndo gerar danos aos tecidos hospedeiros, esses materiais
devem estimular uma resposta celular e tecidual que induza a restituicao estrutural e funcional
dos tecidos ou a sua reparacdo, sendo, portanto, considerado um dos requisitos basicos na
avaliacdo de um material obturador (PERARD et al., 2013). Na tentativa de melhor identificar
a formacdo de areas com presenca de mineraliza¢do, buscou-se associar possiveis proteinas
gue possam estar envolvidas nesse processo. Dentre os varios marcadores 0sseos, podemos
destacar as BMPs (Proteinas Morfogenéticas Osseas).

Dentre a variedade de cimentos, tem-se destacado os materiais bioceramicos, que
se apresentam principalmente como cimentos reparadores (DAMAS et al., 2011) e como
cimento obturador (HESS et al., 2011). Dos cimentos reparadores destacam-se aqueles a base
de silicato de célcio, que tém sido considerados de escolha tanto para o selamento de
comunicacfes entre a cavidade pulpar e a superficie externa do dente quanto para
retrobturacdo em cirurgias parendodonticas (LEE et al., 2004). Como exemplos desse grupo
de materiais podem ser incluidos o MTA (Agregado Tridxido Mineral) e o Biodentine (BD).

O MTA foi desenvolvido na década de 90 e atualmente é amplamente indicado
por apresentar bom selamento marginal e biocompatibilidade (HOLLAND et al., 2001)
quando comparado a outros materiais existentes no mercado. Apresenta-se em duas opcoes,
cinza e branco, que se diferenciam pela auséncia de ferro e menores quantidades de aluminio
e magnésio no MTA branco. E composto por silicato tricalcico, silicato dicalcico, aluminato
tricalcico, aluminoferrite de tetracélcico, sulfato de célcio, 6xido de bismuto, 6xido de célcio,
oxido de silicio e Oxido de aluminio. Quanto a sua aplicabilidade clinica € considerado o
produto de escolha em casos de reabsor¢do dentinaria, perfuracfes, dentes com rizogénese
incompleta e capeamento pulpar (TANOMARU-FILHO et al., 2009).

O Biodentine (Septodont, Saint Maur dés Fosse’s, Cedex, Franca) € um cimento

bioativo a base de silicato de calcio que apresenta propriedades mecanicas semelhantes a
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dentina e pode ser utilizado tanto na coroa quanto na raiz, por ndo causar escurecimento.
Apresenta em sua composicao o silicato tricalcico em substituicdo ao cimento Portland, fator
que permite um melhor controle sobre as impurezas. Suas indicacdes sdo semelhantes as do
MTA, e, por apresentar essa similaridade, foi langado comercialmente como uma op¢ao a seu
emprego. Quanto a sua composi¢do, o0 seu po é constituido fundamentalmente de silicato de
tricélcio, silicato dicélcico, carbonato de célcio, 6xido de zirconio e 6xido de ferro, de cor
branca e hidrofilico. O liquido é composto por cloreto de célcio e polimero hidrossolavel
(FORMOSA et al., 2012).

Apesar de ser um material promissor, sdo necessario mais estudos avaliando as
suas caracteristicas e, quanto a sua biocompatibilidade, had poucos relatos em tecido
subcutaneo de ratos sugerindo essa propriedade.

Em funcdo do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar a resposta tecidual e
compreender quais mediadores quimicos podem estar envolvidos no processo de reparo
apresentadas pelo MTA branco (Angelus, Londrina, PR, Brasil) e pelo Biodentine quando
implantados em tecido subcutaneo dos ratos. Além disso, na tentativa de melhor identificar a
formacédo de areas com presenca de mineraliza¢do, buscou-se associar possiveis RNAmM de
proteinas que possam estar envolvidas nesse processo, tais como as BMPs (Proteinas

Morfogenéticas Osseas) e a Osteocalcina (OC).
Materiais e métodos

Animais

Apos parecer favoravel ao Comité de Etica 30 ratos albinos, Wistar, machos de 3-
4 meses de idade, com peso 180 - 250 g foram incluido no estudo, os mesmos foram divididos
em 03 grupos correspondendo aos tempos experimentais 15, 30 ou 60 dias. Os animais foram
alojados em salas com temperatura controlada e supridos com agua e comida ad libitum.

Os cimentos endodonticos avaliados foram o MTA Angelus branco e o
Biodentine (Septodont), os quais foram armazenados no interior de tubos de polietileno,
previamente esterilizados. Apresentando 1,0 mm (milimetros) de diametro interno, 1,6 mm de
diametro externo e 10,0 mm de comprimento.

Para a realizacdo dos procedimentos cirurgicos, os animais foram, inicialmente,
pesados, e em seguida anestesiados com injecdo intraperitonial de solugdo de Xilazina (24
mg/ kg) e Quetamina (225 mg/ kg). Os locais cirurgicos na pele dorsal foram tricotomizados,
a antissepsia dessa regido foi realizada com clorexidina a 0,12%. Os cimentos MTA e BD

foram preparados seguindo a recomendagéo do fabricante e inseridos nos tubos, previamente
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esterilizados, com o auxilio de um calcador. Em seguida, quatro se¢fes iguais em
equidistancia entre si foram identificadas, e realizadas incisdes de 2 mm com lamina de bisturi
15. Com o auxilio de uma tesoura cirurgica romba, foram criados bolsos, por meio da
divulsdo dos tecidos (Aesculap, Tuttlingen, Alemanha), a fim de alocar os tubos.

Os tubos implantados em cada animal apresentavam a seguinte distribuigdo: uma
incisdo sem tubo, utilizada para simular o efeito do trauma cirargico (Grupo Sham). Um tubo
vazio (grupo controle), um tubo com MTA e um tubo com BD. Inseridos os tubos de
polietileno, ou mesmo na auséncia do mesmo, as bordas de todas as incisdes foram suturadas
com fio de seda 4.0. Os animais foram supervisionados até recuperacdo da anestesia, além de
observacdo diéria, a fim de evitar ocorréncias que pudessem comprometer o experimento.

Apos os periodos determinados acima, 0s animais foram novamente anestesiados
e tricotomizados na regido dorsal. A seguir, eutanasiado por decaptacdo cervical.
Inicialmente, os tubos implantados foram localizados por palpacdo, posteriormente essa area
foi dissecada, de modo que tecido normal circundante fosse incluido. Os tecidos contendo 0s
tubos foram divididos, parte para coloragdo por hematoxilina e eosina (H&E), das quais foram
os tecidos de 15, 30 e 60 dias, outra parte para coloracdo por Von Kossa, ambos foram
fixados em solucdo de formol a 10 % por 24h, em cassetes unitarios com a identificacdo do
animal, grupo e periodo experimental. Outra parte das amostras foi direcionada tanto para
anélise de dosagem de citocinas, quanto para quantificacdo por PCR, armazenadas em freezer

-80°C ap0s a remocao até o processamento, correspondente ao periodo de 30 e 60 dias.

Analise histopatologica

Apds o periodo de fixagcdo por 48 h, todo o tecido em excesso das amostras foram
removidos. Os tubos foram removidos com o auxilio de uma Iamina de bisturi n°® 15 e as
amostras foram levadas para o processamento histotécnico. Os espécimes foram processados
e cortados em série para sec¢fes com 5 pm, em sequéncia serdo corados pela técnica
hematoxilina-eosina (HE).

Os cortes semi-seriados dos implantes corados foram utilizados para a descri¢do
morfolégica da reacdo provocada pelos materiais no tecido subcutaneo. Os eventos
histopatologicos avaliados foram analisados através de medianas obtidas a partir dos escores
0: infiltrado inflamatério ausente; 1: polimorfonuclear e 2: células mononucleares.
Intensidade de inflamag&o foram analisados através de medianas obtidas a partir dos escores
0: nenhuma ou poucas células inflamatorias, sem reacdo inflamatdria; 1: <25 células, com

discreta reacdo inflamatoria; 2: 25 a 125 células, com moderada reacdo inflamatoria; 3: >125
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células, com severa reagdo inflamatoria. O tecido de granulacdo e a fibrose foram
classificados como 0: ausente; 1: delgado e 2: espesso. A calcificacdo distrofica foi

quantificada por percentual.

Identificac&o de estruturas de calcificacdo por meio da técnica de Von Kossa

Cortes dos implantes com a capsula de tecido conjuntivo foram submetidos a
técnica de Von Kossa, a fim de detectar uma possivel precipitacdo de fosfato de calcio no
tecido adjacente ao material (BEHMER et al., 1976; JUNQUEIRA, JUNQUEIRA, 1983).
Apos desparafinizacdo e hidratacdo, os cortes foram imersos na solucdo de nitrato de prata a 5
%, por 1 hora, sob a acdo de uma lampada incandescente (100 Watts). As laminas foram
lavadas em agua deionizada por 3 min e, em seguida, imersas em solucéo de hipossulfito de

sodio a 5 % por 5 min.
Quantificagdo das citocinas IL-1f e IL- 8 nos tecidos

Amostras de tecido subcutaneo correspondente ao periodo de 30 e 60 dias do
experimento foram armazenadas em freezer -80°C. O material foi homogeneizadas em
solugdo RIPA (Santaz Cruz Biotechnology, EUA) e adicionado ao inibidor de protease
(Sigma). Apds a homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas (10.000 RPM/ 10 min / 4°
C), e o sobrenadante utilizado para avaliar a expressdo dos mediadores pro-inflamatérios IL-
1B e IL-8. A detecgédo das citocinas IL-1p e IL-8 foi realizada por ELISA, usando o Kit
DuoSet (R&D Systems). Brevemente, placas para ELISA de 96 pocos foram incubadas por
14 horas a 4°C com 100 pL por pogo de anticorpo de captura para IL-1B e IL-8.
Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com 300 pL de tampdo de lavagem e
blogueadas com 100 pL por pogo com reagente diluente (R&D Systems). Apds bloqueio das
placas por 1 hora, 50 pL das amostras e da curva padrédo foram adicionadas em duplicata a
cada poco em varias diluicdes e incubadas por 2 horas a 4°C. As placas foram entdo lavadas
trés vezes com 300 ul de tampéo de lavagem e depois incubadas com anticorpo de deteccdo
para IL-1p e IL-8. Apos o periodo de incubacdo a 4°C por 2 horas, as placas foram lavadas
novamente por trés vezes com 300 pL de tamp&o de lavagem e incubadas a temperatura
ambiente por 20 minutos com 100 pL de estreptavidina diluida 1:200. As placas foram
lavadas novamente por trés vezes com 300 pL de tampéo de lavagem e 100 pL da solucédo
substrato para revelacdo (Kit DuoSet, R&D Systems) foi adicionado. As placas foram

incubadas durante 20 minutos, no escuro a temperatura ambiente. A reacdo enzimatica foi
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parada com a solucdo de parada (H,SO,), e a absorbancia medida a 450nm. Expressou-se 0s

resultados obtidos em pg/mL.

Quantificacao por PCR da expressdo dos genes para as proteinas BMP-2, BMP- 4 e OC

O RNA total foi extraido de tecidos subcutdneo usando o reagente TRIzol

(Invitrogen, Sdo Paulo). A concentragdo de RNA foi estimada pela leitura da absorbancia a
260 nm e foi verificada a pureza a 280 nm num espectrofotbmetro (Amersham, Biosciences,
Cambridge, Inglaterra). Para cada amostra, as concentracfes de RNA utilizadas para sintetizar
0 cDNA foram ajustados para 1.000 ng/uL. Antes da reacdo de transcricdo reversa, as
amostras de RNA foram incubadas durante 5 min a 70°C e depois resfriadas em gelo. A
transcri¢do reversa foi realizada em um volume total de 20 pL composto por 10 uL de
amostra de RNA, 4 puL de tampao da enzima transcriptase reversa (Invitrogen, Sao Paulo), 8
unidades de RNAsin (Invitrogen, S&o Paulo), 150 unidades da enzima transcriptase reversa
Superscript 1l Invitrogen, Sdo Paulo), 0,036U de primers randdmicos (Invitrogen, Séo
Paulo), 10 mM DTT e 0,5 mM de dNTP (Invitrogen, S&o Paulo). A mistura foi incubada a
42° C durante 1 h, em seguida a 80°C por 5 min e finalmente armazenada a -20°C.
A reacdo PCR em tempo real (QRT-PCR) foi realizada em triplicata para determinar os niveis
do RNAm para OSTEOCALCINA, BMP-2 e BMP-4. Cada reacdo continha 10 pL de SYBR®
Green Master Mix (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido), 7,3 uL de 4gua ultra
pura, 1 uL de cDNA e 0,5 uM de cada primer e foi realizado no termociclador StepOne Real-
Time PCR (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido). Os ciclos de gRT-PCR
consistiam em uma desnaturacdo inicial e a ativagdo da enzima polimerase durante 10
minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95° C, 30 segundos a 58°C e 30
segundos a 72°C. A extensdo final foi de 10 minutos a 72° C. Os primers foram desenhados
utilizando a ferramenta PrimerQuest® https://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index. A
sequéncia dos primers utilizados neste estudo sdo mostrados na Tabela 1. A enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi utilizada como controle endégeno para a
normalizacdo da expressdo de RNAmM. A especificidade de cada par de primers foi confirmada
pela analise da curva de melting dos produtos da gRT-PCR. As quantificacGes relativas do
RNAm foram realizadas utilizando os valores de Ct (Cycle threshold). O método delta-delta-
Ct foi usado para transformar os valores de Ct em niveis de expressao relativa normalizados
(Livak e Schmittgen, 2001).
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Tabela 1. Pares de iniciadores utilizados em nimeros de acesso de PCR e NCBI em tempo real.

Sense
Gene alvo Sequéncia do primer (5" 3") (Ss)é:::" GNen?Be;z?(
(As)

GGACCAGGTTGTCTCCTGTG S
GAPDH NM_017008.4

CATTGAGAGCAATGCCAGCC As

GAATAGACTCCGGCGCTACC S
OSTEOCALCIN M25490.1

GGACCCTCGGCAGTTCATAG As

CCCCCTATATGCTCGACCTG S

BMP-2 NM_017178.1
TCCTCGATGGCTTCTTCGTG As
GACCCTGGTCAACTCCGTTA S

BMP-4 NM_012827.2

ACCTTGTCGTACTCGTCCAGA As

Analise estatistica
Para os resultados de quantificagdo de dosagem de citocinas, foi utilizado
ANOVA e teste t de student. Nas comparagOes de reacgdes teciduais, foi utilizado teste de
Kruskal-Wallis/Dunn (P<0,05). Para as porcentagens de presenca de calcificacdo distrofica
dentro do mesmo grupo, utilizou-se teste qui-quadrado ou exato de Fisher.
Os niveis de mRNA para OSTEOCALCIN, BMP-2 e BMP-4 foram analisados
usando o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (P <0,05). Os dados foram expressos como

média + SEM. As diferencas foram consideradas significativas quando P <0,05.

Resultados
Analise descritiva histopatoldgica

Ao longo do protocolo experimental, o grupo Sham mostrou discreta variacdo no
perfil e na intensidade do infiltrado inflamatdrio, apresentando escore mediano 0 nos dias 15,
30 e 60 (p=0,409) (Figura 1, Tabela 2). O tecido de granulagdo (p=0,409) e a fibrose
(p=0,449) ndo mostraram variacdo significante, com escore mediano 0 ao longo do curso
temporal (P<0,001).

O grupo controle mostrou também discreto infiltrado inflamatorio ao longo do
curso temporal (Figura 1, Tabela 2). No dia 15 a mediana para o perfil e intensidade
inflamatoria foi 1, que diminuiu nos dias 30 e 60 para 0, porém ndo houve variacdo
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significante do perfil (p=0,143) e intensidade (p=0,067) do infiltrado inflamatorio nesses
periodos. Referente ao tecido de granulacédo, os resultados foram significantemente superior
nos dias 15 e 30 (mediana = 1), quando comparados ao sham (p<0,001), com reducéo
significante para o escore mediano 0 no dia 60 (p=0,003).Quanto a fibrose ao redor do tubo de
enxertia do material, observou-se discreto aumento nos escores para o dia 30, quando
comparado ao sham (p<0,001) porém, ndo houve diferenca estatistica ao longo do curso
temporal, quando comparado dentro do mesmo periodo experimental (p=0,165).

O grupo BD mostrou comportamento similar ao grupo Sham, sem variacdo
significante ao longo do curso temporal e apresentando mediana 0 tanto para perfil (p=0,822)
quanto para a intensidade do infiltrado inflamatorio nos dias 15, 30 e 60 (p=0,456). Referente
ao tecido de granulacéo, os resultados foram significantemente superior nos dias 15 e 30
(mediana = 1) (p=0,001, quando comparado ao grupo sham), correspondente a delgado tecido
de granulagdo com redugéo significante para o escore mediano 0 no dia 60 (p=0,001, quando
comparado ao tempo 15 dias) Esse grupo apresentou discreto aumento nos escores de fibrose
ao redor do tubo de enxertia do material no dia 30, quando comparado ao grupo sham (p=
0,001), porém, ndo houve diferenca significativa intra- grupo em relacdo aos tempos
experimentais (p=0,470)(Figura 1.Tabela 2).

O grupo MTA mostrou aumento significativo de um perfil inflamatério crénico
(escore mediano = 2) no dia 30 (p=0,007), quando comparado ao grupo sham, com reducéo
significante deste para o dia 60 em que todos os animais ja ndo apresentaram infiltrado
inflamatorio (p=0,044), quando comparado ao dia 15. Apesar disso, a intensidade deste
infiltrado ndo mostrou variacdo significante ao longo do curso temporal (p=0,086) quando
comparado intra- grupo), porém houve resultado significativo no dia 30 quando comparado ao
grupo sham (p=0,005). Quanto ao tecido de granulacdo, encontrou-se a mediana de escore 1
ao longo do curso temporal sem variacdo significante (p=0,470) quando comparado intra-
grupo). Porém apresentou variacéo significativa nos dias 15 e 30 quando comparado ao sham
(0,001). Em relagdo a fibrose ao redor do tubo, a mediana foi 1 sem variacdo estatistica ao
longo do curso temporal (p= 0,394) (Fig. 1.Tabela 2).

Nenhumas das amostras dos grupos ao longo do curso temporal apresentaram
necrose ou material endocitado. Os grupos BD e MTA apesentaram maior frequéncia de
calcificagdo distrofica nas proximidades do material enxertado nos dias 15 (p<0,001), 30
(p<0,001) e 60 (p=0,002) comparado aos grupos Sham ou controle (Fig.1. Tabela 3). Os
resultados encontrados na técnica de von Kossa foram categorizados pela auséncia ou

presenca de areas positivas para a coloracdo (areas escuras) (Fig. 2).
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Tabela 2. Medianas dos escores do perfil inflamatério, intensidade da inflamagé&o, tecido de granulacéo e fibrose
dos grupos nos trés periodos experimentais. *Comparacio entre os grupos em cada periodo e ‘comparagdo de

cada material em relacdo ao tempo.

Grupos
SHAM CONT BD MTA p-Valor
Perfil inflamatério
Dia 15 0 (0-1) 1(0-2)* 0 (0-2) 0(0-2) 0,046
Dia 30 0 (0-0) 0(0-2) 0(0-2) 2 (0-2)* 0,007
Dia 60 0 (0-0) 0(0-2) 0(0-2) 0 (0-0) 0,304
p-Valor 0,409 0,143 0,822 0,044
Escore de inflamagao
Dia 15 0 (0-2) 1(0-2) 0 (0-2) 0 (0-2) 0,086
Dia 30 0 (0-0) 0 (0-2) 0 (0-2) 1(0-3)* 0,005
Dia 60 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-0) 0,304
p-Valor 0,409 0,067 0,456 0,086
Tecido de granulagéo
Dia 15 0(0-1) 1(1-2)* 1 (0-2)* 1(1-2)* <0,001
Dia 30 0 (0-0) 1(1-2)* 1(1-2)* 1(0-2)* <0,001
Dia 60 0 (0-0) 0 (0-1)° 0(0-1)F 1(0-2) 0,107
p-Valor 0,409 0,003 0,001 0,470
Fibrose
Dia 15 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 1(0-2)* <0,001
Dia 30 0 (0-0) 1(0-2)* 1(1-2)* 1(0-2)* <0,001
Dia 60 0 (0-0) 0 (0-2) 0 (0-2) 1(0-2) 0,179
p-Valor 0,449 0,165 0,470 0,394

Fonte: elaborado pelo autor

Tabela 3. Porcentagem da presenca de calcificagdo distrofica nos trés periodos experimentais; onde * é

" acomparagdo entre os grupos em cada periodo e comparagdo de cada material em relagdo ao tempo.

Calcificacao distrofica

Dia 15

Dia 30
Dia 60

p-Valor

0% 0%
0% 0%
0% 0%
1,000 1,000

87%*

58%*

62%*
0,249

38%* <0,001
54%* <0,001
50%* 0,002
0,725




Fig. 1. Cortes histoldgicos de tecido subcutaneo nos periodos de 15, 30 e 60 dias (x40). * Infiltrado

inflamatorio. ¥ Interface do tecido conjuntivo e espago do tubo de polietileno. Setas amarelas evidenciam
estruturas de calcificacdo distréfica nos grupos BD e MTA.
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Fonte: elaborado pelo autor

Figura 2. Cortes histolégicos de tecido subcutaneo nos periodos de 30 e 60 dias pela técnica de coloragdo
Von Kossa.(40x). Setas amarelas evidenciam estruturas de calcificacdo nos grupos que apresentavam 0s
materiais de estudo.

Sham ‘ V ] Control Biodentie® MTA®

Fonte: elaborado pelo autor
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O ensaio ELISA revelou que a média de liberagdo de IL- 1B (pg / mL) foi
significativamente maior em relacdo ao grupo Sham, no dia 30, tanto para o grupo BD
quanto para grupo o MTA (Fig.3A). Aos 60 dias, a expressdo de IL- 1B diminuiu
significativamente dentro de cada grupo. Na andlise para a média de liberacdo de IL- 8
(pg / mL) apenas o grupo BD apresentou resultado significativo, tanto em relagdo ao
Sham, quanto dentro do proprio grupo ao longo do tempo, quando, aos 60 dias, houve
expressao reduzida (Fig. 4B).

Figura.3. Niveis de citocinas IL -1p e IL-8 nos grupos Sham, controle, Biodentine e MTA, nos periodos

de 30 e 60 dias. A) Média de liberacdo para IL- 1B. B) Média de liberagdo para IL-8. Analise estastica
por ANOVA e teste t de student.

A 200- B 0.150-
_ _ _ p=0.862 p=0.020 p=0.772
175 e S s SR W 0.1254 — — —
=E‘ el . T 0.100- *
5 125 * =
2 4004 2 0.075-
= %
- 754 -1 0.050- T -
- T =
- 507 0.025-
- :
25
u.uuu L] L] L 1 Ll Ll 1
SHAM 30D 60D 30D 60D 30D 60D SHAM 30D 60D 30D 60D 30D 60D
Controle Biodentine MTA Contrele  Biodentine MTA
*p=0.05 versus Sham "p<0.05 versus Sham

Fonte: elaborado pelo autor
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Efeito de MTA e BD sobre a expressao relativa de genes osteogénicos

Figura 4. Niveis da expressdo relativa de RNAm para BMP-2, BMP-4 e OC nos periodos de 30 e 60 dias, nos
grupos controle, BD e MTA. Os dados foram expressos como média + SEM. As diferencas foram consideradas
significativas quando P <0,05. Teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis (P <0,05).
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Fonte: elaborado pelo autor

De acordo com os resultados da qPCR, a expressdo de BMP-2 no grupo BD
aumentou significativamente comparado com o controle ao longo do tempo (Fig.4A e 4D) (P
<0,05). A expressio de RNAmM para BMP-4 e OC no grupo MTA aumentou
significativamente quando comparado ao controle (Fig. 4B e 4E; Fig 4C e 4F) (P<0,05), no
grupo BD, entretanto, foi similar ao controle.

Discussao

Com o presente estudo, podemos constatar que o perfil e a intensidade
inflamatoria apresentada pelos materiais avaliados, Biodentine e MTA Angelus, quando
comparados aos grupos sham e controle, bem como ao longo do tempo, mostraram
caracteristicas que se encontram dentro da normalidade para um material biocompativel. A
presenca de calcificacdo distrofica, ja identificada aos 15 dias nos grupos BD e MTA,
juntamente com as estruturas impregnadas por prata destacadas pela coloracdo Von kossa,
evidenciam o inicio de um processo de mineralizagdo. Além disso, houve aumento das
citocinas pré- inflamatérias IL-1B para BD e MTA e IL-8 apenas para BD aos 30 dias, com
valores reduzidos aos 60 dias, sugerindo haver reparo tecidual. Na tentativa de compreender
0S mecanismos com que esses materiais induzem um processo de mineralizagéo, foi

quantificada a expressdo de RNAm para proteinas envolvidas no processo de formagdo 6ssea
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como BMP-2, BMP-4 e osteocalcina. BD apresentou aumento significativo na expressédo do
RNAmM para BMP-2 e no grupo MTA houve um aumento significativo na expressdo do
RNAmM para BMP-4 e OC.

A implantagdo em tecido subcutdneo de ratos com tubos de polietileno foi
utilizada para avaliar a biocompatibilidade dos materiais, visto que testes envolvendo
implantacdo de materiais nos possibilita analisar as interag0es que ocorrem entre o tecido
hospedeiro e o material estudado (TORNECK, 1966; DE- DEUS et al., 2005). O uso dos
tubos de polietileno é uma técnica bastante difundida, pois simula as condi¢des do canal
radicular (FRIEND; BROWNE, 1968; FERRAZ et al., 1990), em que as por¢des terminais do
tubo contendo o material entram em contato com o tecido conjuntivo, representando a relagéo
forame apical/tecidos periapicais. Tornando-se assim, um recurso metodol6gico
comprovadamente satisfatorio (MOTTA, 2003; KOWALSKI, 2004; YALTIRIK, et al., 2004;
MORAIS et al., 2006; SHAHI et al., 2006).

Em relagdo ao tempo de avaliacdo, as analises foram realizadas aos 15, 30 e 60
dias, a semelhanca de outros trabalhos em tecido subcutaneo (MORETTON et al., 2000;
SUMER et al., 2006; MAGRO-KATO, 2007). Em 2000, MORETTON et al. afirmaram que o
periodo de 60 dias é suficiente para avaliar respostas teciduais a longo prazo, apesar de na
literatura ndo existir um consenso quanto aos periodos de avaliacéo.

Em estudos que envolvem tecido conjuntivo, a biocompatibilidade é demonstrada
pela formacéo de capsula fibrosa ao redor dos tubos implantados, sugerindo que o mesmo €
bem tolerado pelos tecidos (WUCHERPFENNING; GREEN, 1999; YALTIRIK et al., 2004;
CINTRA et al., 2006; SUMER et al., 2006; COUTINHO-FILHO et al., 2008). No presente
estudo, houve a formacdo de capsula fibrosa em todos os espécimes, e em todos os periodos
experimentais, confirmando o processo de reparo.

A analise histopatoldgica, quanto ao perfil inflamatério e a sua intensidade aos 15,
30 e 60 dias, apenas o grupo MTA obteve diferencas estatisticamente significativas, isto
porque, aos 30 dias houve intenso infiltrado inflamatorio, e, dentro do préprio grupo, foi o
Unico periodo de evidenciacdo de maior quantidade de polimorfonucelares, caracterizando
uma inflamacéo cronica, apesar de cessar aos 60 dias (escore 0). De acordo com o padréo 1SO
7405 (2007), uma reacdo inflamatdria moderada 15 dias apds a colocacdo do implante, com
uma tendéncia para diminuir apds 12 semanas, é considerado aceitavel. Assim, similar aos
nossos resultados, estudos anteriores trazem que mais importante do que o potencial irritante
dos materiais € a duracdo deste efeito nos tecidos aos quais sdo aplicados (HAUMAN & LOVE,
2003; SHAHI et al., 2006).



33

Quando analisados os trés grupos em que o tubo estava presente, todos 0s grupos
no periodo de 15 e 30 dias apresentaram perfil de tecido de granulacdo semelhante. Esse fato
pode nos levar a sugerir que a presenca do tubo induziu a formacao do tecido de granulacéo.
Viola et al., 2012, consideram o polietileno dos tubos inertes, assim a reacdo inflamatdria
encontrada no seu grupo controle (tubos de polietileno vazios) pode ser provocada por
traumatismo devido a procedimentos experimentais, desta forma, a reacdo inflamatoria
induzida por Biodentine e MTA foi estimulada pelos componentes liberados por esses
materiais, corroborando com nossos resultados.

O discreto aumento dos escores de fibrose nos grupos controle, Biodentine e
MTA quando comparados ao grupo Sham no dia 30, assemelham-se a estudos anteriores
(KAPLAN, 2003 e MOTTA, 2003) em que a presen¢a do aumento na colagenizacdo indicou
a evolucéao do processo de reparacéo.

A reacdo dos ions de calcio a partir de Ca(OH)?2 e a dissociacao idnica do dioxido
de carbono dos tecidos resultam na formacao de cristais de calcita que sdo birrefringentes para
luz polarizada, levando a formacédo de areas calcificadas, que foram evidenciadas em nosso
estudo. Além disso, o alto pH fornecido pela hidroxila favorece o processo de reparo do
tecido, as propriedades antimicrobianas (TAGGER et al, 1988; DESAI et al, 2009) e induz a
formacéo de tecido mineralizado (HOLLAND et al, 2002; DUARTE et al, 2003 e ELDENIZ
et al, 2007).

Diante disso, podemos relacionar a presenca de calcificacdo distrofica e de aréas
von kossa positiva a esse potencial de biomineralizacédo, visto que as granulagdes encontradas
foram também relatadas em estudos anteriores como sendo oriundas da reacdo do calcio
(presente nos cimentos) com o gas carbdnico do tecido, tornando-se fatores sugestivos de
inicio de formacdo de tecido mineralizado (HOLLAND, em 1971; SEUX et al.,1991;
YALTIRIK et al.,2004). Apesar de que alguns estudos questionem esse metodo de coloracao
(MELOAN et al., 1985; BONEWALD et al., 2003), por sugerir que as manchas coradas
podem ndo se tratar de fontes de célcio verdadeiras, a expressdo de RNAm de proteinas
envolvidas no processo de formacdo Ossea, como a osteocalcina, quantificada em nosso
estudo, nos levam a sugerir que realmente ha uma formacao de tecido mineralizado sendo
iniciado, visto que essa proteina apresenta forte ligacdo ao calcio e esta envolvida no inicio do
processo de mineralizacdo (OWEN et al.,1990).

Os biomateriais podem provocar uma cascata inflamatéria que compreende o
recrutamento e a adesdo de neutrofilos e macréfagos, reacdo ao corpo estranho e

encapsulamento fibroso (WILLIAMS, 2008). Varios fatores podem estar envolvidos na
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expressdo e nos seus efeitos, o que inclui diversos tipos de células e mediadores inflamatérios
(STASHENKO et al, 1987). Inicialmente, durante a resposta inflamatoria, TNF- o e IL-1p
apresentam um efeito pro-inflamatorio seguido por um efeito regulatério nas fases posteriores
da inflamacdo (ZAKHAROVA, 2005; SILVA et al., 2008). A IL-1p é uma citocina que
medeia a reabsorcdo 6ssea. Sua sintese acontece por meio de varias células e macréfagos
proximos da reabsorcdo dssea e dos osteoclastos. Pode estar envolvida numa variedade de
atividades celulares, incluindo a proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose (HAGLUND et
al, 2003). Ha evidéncias de que o0 MTA estimula a producdo de IL-1f por osteoblastos (KOH
et al., 1997). No estudo de Gomes-Filho et al. 2009, ao avaliar a produgdo de citocinas do
Endo-CPM-Sealer, Sealapex e MTA Angelus, constataram que os materiais induziram a
liberacdo de IL-1B, mas apenas o MTA do Angelus foi estatisticamente significante.
Resultado esse semelhante ao nosso estudo, em que o grupo MTA, assim como o BD,
apresentaram significativa expressao de IL-1p aos 30 dias, provavelmente por apresentarem
composigdes quimicas similares.

Nas primeiras 24 h ap6s um defeito 6sseo hd uma elevada expressdo
expressao de algumas citocinas pré-inflamatorias, séo elas TNF-a, IL-1p e IL-6, que exercem
um papel indispensavel na manutencdo do estagio inicial da inflamacdo, pois recrutam
células, estimulam a angiogénese e a cicatrizacdo 6ssea mediada por biomateriais (KOLAR et
al., 2011; TSIRIDIS et al., 2007). Desse modo, assim como uma inflamacao equilibrada pode
ser critica para um reparo 0sseo eficaz, uma resposta inflamatéria grave ou prolongada pode
ser prejudicial para o processo de remodelacdo (MOUNTZIARIS & MIKOS, 2008; CLAES
et al, 2012). Diante disso, em nossos estudos, os niveis significantes de IL- 1B aos 30 dias
para ambos materiais e sua redugéo aos 60 dias implicam no processo de reparo para ambos
materiais.

Outra citocina pré- inflamatdria importante investigada nesse estudo foi a IL-8.
Essa citocina é conhecida por ser um estimulador potencial de diferenciacdo de osteoclastos e
destruicdo 6ssea em doenga 0ssea metastatica (BENDRE et al., 2003). A producéo de IL-8 em
osteoclastos por estimulacdo RANKL aumenta a osteoclastogénese induzida por RANKL de
maneira autocrina dependente, enquanto a osteoclastogénese é inibida bloqueando anticorpos
contra a IL-8 ou tratando com inibidores do receptor de IL-8 in vitro (KOPESKY et al.,
2014).

No estudo de Mitchell et al., 1999, a IL-6 e a IL-8 foram detectadas, sugerindo
turnover osseo promovido pelo MTA. A IL-6 é expressada por osteoblastos quando

estimulada por fatores de crescimento e estimula a diferenciacdo e recrutamento de
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osteoclastos, ja a IL-8 estimula o recrutamento de precursores de osteoclastos e estimula a
angiogénese.

Dados experimentais tém sugerido que CXCL8 (IL-8) e seus receptores
contribuem para a eliminacdo de agentes patogénicos, mas também podem contribuir
significativamente para processos associados a doengas, incluindo leséo tecidual, fibrose,
angiogénese e tumorigénese (RUSSO et al., 2014). Lin et al., 2017 mostraram que a IL-8
aumentou a eficiéncia de ligacdo de BMP-2 e seus receptores a partir de um nivel celular e,
consequentemente, melhorou a osteoindutividade de BMP-2. O que pode sugerir a ligacdo de
BD ao seu potencial osteoindutor, pois na quantificacacdo de citocinas, em nosso estudo, esse
material expressou significativamente a IL-8 aos 30 dias, bem como expressou 0 RNAm de
BMP-2 no mesmo periodo.

Em um estudo em cultura de células, avaliando o nivel de RNAmM de genes
osteogénicos (fosfatase alcalina, osteocalcina e sialoproteina 6ssea) nos materiais MTA, BD e
Bioagregate, constatou-se que houve aumento desses genes significativamente nos grupos
MTA e Bioagregate em comparacdo com o0s controles. Ndo houve, porém, diferenca
estatisticamente significativa em relacdo aos controles para o grupo BD (LEE et al., 2014).
Semelhante a esse achado, em nosso estudo, percebeu-se 0 aumento consideravel no grupo
MTA para OC, e o grupo BD néo apresentou resultado significativo quanto a esse gene.

Embora muitos estudos tenham revelado que todas as citocinas tém um papel
importante na diferenciacdo odontogénica, a BMP- 2 possui habilidade de inducdo dentinaria
especifica (IOHARA et al., 2004; CASAGRANDE et al., 2010). O que nos leva a crer que as
diferencas apresentadas em nossos resultados para o0s RNAmM de BMP-2 e BMP-4 expressos
com significancia entre os dois materiais pode ser em relacdo a sua composicao quimica.

O BD apresenta em sua composicdo silicato tricalcico, que tem potencial de
promover um processo de mineralizacdo e estimular a proliferacdo celular e diferenciacdo
(ZANINI et al., 2012; LAURENT et al., 2012; TRAN et al., 2012). Em estudo anterior, foi
detectada a formacdo de osteodentina e de TGFp — 1, quando aplicado BD em células da
polpa, o que favoreceu uma mineralizacdo na area. Por pertencer a familia de TGFp — 1,
podemos inferir a relacdo dos RNAmM de BMP — 2 e BMP- 4 expressos em nosso estudo tanto

por BD quanto por MTA.
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Conclusao

Biodentine e MTA, portanto, s8o materiais biocompativeis. A calcificagdo
distrofica, juntamente com a coloracdo por técnica de von Kossa, apresentaram resultados que
indicam inicio de processo de mineralizacdo, tornando-se mais concreta principalmente pela
expressdo de RNAm de importantes genes de proteinas atuantes no processo de formacao
6ssea (OC, BMP- 2 e BMP- 4). Podemos sugerir que 0s materiais que formam os compostos
estdo intimamente relacionados com as citocinas pro-inflamatérias participantes no periodo de
reparo, bem como os mecanismos celulares que elas podem desencadear na expressdo de

genes envolvidos na formacéo de tecido mineralizado.
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6. CONCLUSAO

Biodentine e MTA sdo materiais biocompativeis, ndo induziram necrose,
apresentaram reacdo inflamatdria limitada, pois sua intensidade reduziu dentro do limite
considerado como toleravel. A calcificacdo distrofica, juntamente com a coloragdo por técnica
de von Kossa, apresentaram resultados que indicam inicio de processo de mineralizagéo, essa
ideia tornou-se mais concreta principalmente por terem sido expressos RNAmM de importantes
genes de proteinas atuantes no processo de formacéo 0ssea (OC, BMP- 2 e BMP- 4).

Apesar de apresentarem composi¢des semelhantes, 0 RNAmM de BMP- 2, foi
significativo apenas no grupo BD, bem como a dosagem de IL- 8. A expressédo dos RNAm de
OC e BMP-4 foram significativos apenas no grupo MTA. Enquanto que IL-1p apresentou
resultados significantes em ambos 0s materiais. 1sso nos leva a sugerir que os materiais que
formam os compostos estdo intimamente relacionados com as citocinas pro-inflamatérias que
participantes no periodo de reparo, bem como os mecanismos celulares que elas podem
desencadear na expressio de genes envolvidos na formag&o de tecido mineralizado. E fato o
potencial de mineraliza¢do, porém quais mecanismos estdo envolvidos nesse processo ainda

se faz necessario mais estudos.
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